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SIMBOLI IN OKRAJŠAVE 
A  absorbanca 
Ap  ampicilin 
Apr  proti ampicilinu odporen 
bp  bazni par 
BSA  goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
Ctx cefotaksim 
Cm  kloramfenikol 
CmR proti kloramfenikolu odporen 
ColE7  kolicin E7 
Da  Dalton-enota za molekulsko maso  
dH2O  destilirana voda 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
DNaza  deoksiribonukleaza, encim, ki cepi molekule DNA 
dNTP  deoksiribonukleozid trifosfat (angl. deoxyribonucleoside 
triphosphate) 
dsDNA  dvoverižna deoksiribonukleinska kislina (angl. double stranded 
DNA) 
DTT  ditiotreitol (treo-1,4-dimerkapto-2,3-butandiol) 
E. coli  bakterija Escherichia coli 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
Fe kemijski simbol za železo 
F/B razmerje med Firmicutes/Bacteriodetes 
GDM  gestacijski diabetes, nosečnostna sladkorna bolezen (angl. 
gestational diabetes) 
Hb  oznaka za protein hemoglobin 
HbA1c  oznaka za glikiran hemoglobin 
HOMA  indeks za oceno inzulinske rezistence 
HDL lipoprotein z visoko gostoto (angl. high density lipoprotein) 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti (ang. high-
performance liquid chromatography) 
ITMz  indeks telesne mase pred zanositvijo 
IPTG   izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
kb  kilobaza 
KMK  kratko verižna maščobna kislina (angl. SCFA-short chain fatty 
acid) 
Kn kanamicin 
Knr proti kanamicinu odporen 
l liter 
LDL lipoprotein z nizko gostoto (angl. low density lipoprotein) 
LGA velik za gestacijsko starost (angl. large for gestational age)  
min minuta 
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m/v razmerje masa/volumen 
Nal nalidiksična kislina 
NGS nova generacija sekvenciranja (angl. next-generation sequencing) 
OD600  optična gostota, merjena pri 600 nm (angl. optical density) 
OTU operacijska taksonomska enota (angl. operational taxonomic unit) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
r Spermanov koeficient 
s sekunda 
S-ALT oznaka za jetrni encima alanin aminotransferaza, prisoten v krvnem 
serumu  
S-AST  oznaka za jetrni encim aspartat aminotransferaza, prisoten v 
krvnem serumu 
SE standardna napaka 
S-GGT ali S-gama-GT  oznaka za jetrni encim gama glutamil transferaza, prisoten v 
krvnem serumu 
SPR   resonanca površinskih plazmonov (angl. surface plasmon 
resonance) 
ssDNA   enoverižna deoksiribonukleinska kislina (angl. single stranded 
DNA) 
SD standardna deviacija  
RU   odzivna enota (angl. response unit)  
t  čas 
T temperatura 
TAG  triacilglicerol 
Tet tetraciklin 
Tp trimetoprim 
UV  ultravijolična svetloba 
V  enota napetosti volt 
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1  UVOD 
Črevesna mikrobiota ima pomembno vlogo za razvoj in zdravje človeka. Med nosečnostjo naj 
bi se mikrobiota spreminjala oziroma re-modelirala na več mestih v telesu (Koren in sod., 
2013; Romero in sod., 2014). Disbioza, neravnovesje mikroorganizmov mikrobiote, je 
povezana z imunskimi in metabolnimi obolenji, vključno s sladkorno boleznijo in debelostjo 
(Round in Mazmanian, 2009; Esakof in sod., 2009; Flint in sod., 2012; Donaldson in sod., 
2016). Pojavnost obeh, kakor tudi pojavnost gestacijskega diabetesa mellitus (GDM) v 
svetovnem merilu in zlasti v razvitem svetu narašča. Rezultati nekaterih raziskav nakazujejo, 
da je GDM tudi eden od pomembnih dejavnikov tveganja za rojstvo otroka s preveliko telesno 
maso, kar imenujemo makrosomija. Makrosomija predstavlja večjo nevarnost za obporodne 
poškodbe ter večje tveganje za pojav debelosti in sladkorne bolezni tipa 2 pri otrocih 
(Legardeur in sod., 2014; He in sod., 2015). 
Hiperglikemija in prekomeren porast telesne mase med nosečnostjo sta najpomembnejša 
vzroka za pojav makrosomije, vendar je v celoti ne pojasnita, saj veliko nosečnic z urejeno 
glikemijo in ustreznim porastom mase rodi makrosomnega otroka. Zato nas je zanimalo, ali 
črevesna mikrobiota, za katero je znano, da vpliva na energijski status in debelost, vpliva tudi 
na pospešeno rast ploda in pojav makrosomije. Z razvojem metod nove generacije 
sekvenciranja (NGS) je raziskovanje mikrobiote ljudi in živali doživelo razcvet, vendar po 
nam znanih podatkih iz literature še ni bila opravljena analiza vpliva mikrobiote na rast in 
razvoj plodu nosečnic z GDM. V ta namen smo iz vzorcev fecesa vključenih nosečnic izolirali 
celokupno DNA in opravili metataksonomsko analizo. Dobljene sekvenčne podatke smo 
analizirali in določili razlike v strukturi mikrobiote v drugem in tretjem trimestru nosečnosti 
med skupinama nosečnic z GDM, ki so rodile makrosomnega otroka v primerjavi z ostalimi 
nosečnicami z GDM.    
Po pregledu literature pogosto ugotovimo, da z analizo podatkov sekvenciranih genov za 16S 
rRNA zaradi naravno raznolike mikrobiote pri posameznikih velikokrat ne vidimo jasnih 
korelacij med sestavo mikrobiote in preučevanim fenotipom gostitelja. Poleg tega zaradi 
plastičnosti genomov nekaterih bakterijskih vrst lahko na fenotip gostitelja vplivajo le 
določeni sevi, ki jih s sekvenciranjem ne razlikujemo med seboj. V ta namen se išče modelne 
mikroorganizme, s katerimi bi lahko na podlagi sprememb določenih mikroorganizmov 
(»shift«) osnovali označevalce sprememb mikrobiote. Zato smo v doktorskem delu izbrali 
bakterijsko vrsto Escherichia coli (E. coli), ki je pomemben predstavnik fakultativno 
anaerobnega dela črevesne mikrobiote odraslih in je tudi ena prvih bakterijskih vrst, ki 
kolonizira prebavni trakt v prvih dneh po rojstvu (Tenaillon in sod., 2010). Bakterija ne sodi 
med številčno najbolj zastopane mikroorganizme v prebavnem traktu, a je pomemben kazalec 
določenih dogajanj v prebavnem traktu. Tako različna vnetja lahko izzovejo »cvetenje« 
enterobakterij, vključno z E. coli (Nedialkova in sod., 2014). Bakterija E. coli je dobro 
raziskana (Johnson, 1991; Kao in sod., 2014; Krawczyk in sod., 2015), a podatkov o genotipih 
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in filogenetski strukturi izolatov iz fecesa nosečnic z GDM v literaturi ni opisanih. Iz 
razpoložljivih podatkov je razvidno, da imajo črevesni izolati iz filogenetske skupine B2 
številčnejši nabor dejavnikov, pomembnih za prilagajanje in preživetje ter širjenje v gostitelju. 
Posledično obstaja večja verjetnost, da bodo v gostitelju sprožili kaskado reakcij, lahko tudi 
vnetje ter metabolne spremembe (Moreno in sod., 2008). Izolati iz skupine B2 imajo pogosto 
tudi zapise za genotoksine, za katere je dokazano, da lahko zaradi poškodovanja DNA 
gostitelja sprožijo tumorigenezo (Nipič in sod., 2013). Iz vzorcev fecesa nosečnic z GDM smo 
izolirali seve E. coli, jih uvrstili v filogenetske skupine po Clermontu in genotipizirali na 
prisotnost genov za virulentne dejavnike. Posebno pozornost smo namenili skupkom genov 
za genotoksina Usp in kolibaktin. Rezultate genotipizacije smo korelirali s podatki o 
prehranskih in drugih navadah nosečnic, življenjskem okolju ter osnovnih serumskih 
biokemijskih parametrih.  
Nosečnice so pogosto zdravljene z antibiotiki, predvsem zaradi okužb sečil, ki jih povzročajo 
sevi E. coli z več dejavniki virulence (Schneeberger in sod., 2014). Zato smo spremljali 
pojavljanje izbranih genov za odpornost proti pogosto uporabljenim antibiotikom pri izolatih 
vrste E. coli, izoliranih iz fecesa nosečnic z GDM.  
V literaturi zasledimo, da se disbioze črevesne mikrobiote lahko kažejo tudi v spremenjenem 
deležu kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK), ki imajo v črevesju več metabolnih učinkov 
(Macfarlane in Macfarlane, 2012). Za butirat so pokazali, da ima preventivne in inhibitorne 
učinke proti karcinogenezi, prav tako pa lahko vpliva na debelost in inzulinsko občutljivost 
(Canani in sod., 2011). Obstajajo tudi raziskave, ki ne govorijo v prid KMK. V doktorskem 
delu smo iz vzorcev fecesa nosečnic izolirali KMK in opredelili razlike v zastopanosti glavnih 
treh KMK (acetat, propionat, butirat) med preiskovanimi skupinami nosečnic z GDM. 
1. 1  HIPOTEZE 
- Črevesna mikrobiota nosečnic z GDM in debelostjo se razlikuje od črevesne 
mikrobiote nosečnic z GDM in normalno telesno maso. 
- Črevesna mikrobiota matere z makrosomnim otrokom se razlikuje od črevesne 
mikrobiote matere otroka, rojenega z normalno telesno maso.   
- Razlika v prisotnosti/številčnosti anaerobnega indikatorja in količina butirata v 
mikrobni združbi sovpada z razliko mikrobne združbe ugotovljene z NGS med 
oblikovanimi skupinami nosečnic z GDM in normalno telesno maso ter debelostjo.  
- Nosečnice z GDM in normalno telesno maso imajo E. coli z drugačnimi genotipi in iz 
drugih filogenetskih skupin kot nosečnice z GDM in debelostjo.  
- Večina sevov E. coli iz filogenetske skupine B2 in/ali D2 imajo genske zapise za 
genotoksina clb in usp; producent genotoksina je zaščiten pred delovanjem lastnega 
toksina.  
- Celotna mikrobiota in populacija E. coli nosečnic, ki so med nosečnostjo prejemale 
antibiotike, se razlikuje od mikrobiote oziroma populacije E. coli nosečnic brez 
antibiotične terapije.  
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- Razlika v populacijski strukturi E. coli je lahko indikator za spremembo mikrobiote, 
ki jo ugotovimo z analizo z NGS.  
- Porast telesne mase med nosečnostjo se razlikuje med nosečnicami z različno strukturo 
mikrobiote.  
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2  PREGLED OBJAV 
2. 1  ČREVESNA MIKROBIOTA 
Raznolik nabor bakterij, arhej, gliv, protozojev in virusov, ki jih najdemo na in v telesu, 
imenujemo mikrobiota. Z vidika genske diverzitete in presnovne zmogljivosti je potrebno 
živalskega gostitelja obravnavati kot več vrsten hibriden organizem, sestavljen iz lastnih in 
mikrobnih celic, ki delujejo v dinamičnem in simbiontskem ravnovesju (Turnbaugh in sod., 
2007; Shreiner in sod., 2015). Ta pomembno prispeva k energetski homeostazi, presnovi, 
zdravju črevesnega epitelija, imunološki aktivnosti in razvoju živčevja (Turnbaugh in sod., 
2007; Shreiner in sod., 2015; Cho in Blaser, 2012). Mikrobiota je dinamična in podvržena 
spremembam v času življenja gostitelja kot odziv na številne dejavnike, vključno s prehrano, 
okoljem, medicinskimi posegi in bolezenskimi stanji (Barko in sod, 2018).   
Črevesno mikrobioto pri ljudeh sestavlja približno 1013 do 1014 mikrobnih celic, pri čemer je 
razmerje med mikrobnimi in človeškimi celicami okoli 1:1 (Sender in sod., 2016). Prisotnih 
je več kot 1000 različnih vrst iz pretežno treh glavnih debel, Firmicutes, Bacteroidetes in 
Actinobacteria (Tap in sod., 2009), medtem ko so Proteobacteria, Fusobacteria, 
Cyanobacteria in Verrucomicrobia ponavadi manj zastopana. Poleg relativne zastopanosti 
določenih skupin se velikokrat analizira tudi razmerja med omenjenimi debli, predvsem 
razmerje med Firmicutes/Bacteriodetes in tudi razmerja med nižjimi taksonomskimi 
skupinami.  
Raznolika in kompleksna mikrobiota poveča funkcionalni nabor genov gostitelja. Ocenjujejo, 
da črevesna mikrobiota vsebuje 50 do 100-krat več genov kot gostitelj (Hooper in Gordon, 
2001). Gostitelj lahko določi ali spremeni sestavo in razvoj črevesne mikrobiote, medtem ko 
je mikrobiota vključena v bistvene presnovne funkcije gostitelja (Secher in sod, 2016).  
Pri interpretaciji mikrobiote razlagamo tudi pojem diverzitete. Uporabljamo matematična 
orodja, ki količinsko opredelijo in ocenijo vzorce in spremembe v biodiverziteti. α-diverziteto, 
diverziteto znotraj vzorca, ponavadi opišemo z indeksom Chao1, ki primarno izračuna 
oziroma določi število taksonov ter indeksoma Shannon in Simpson, ki predstavljata 
diverziteto in razporeditev taksonov (Simpson, 1949; Shannon, 1948; Chao in Shen, 2003; 
Spellerberg in Fedor, 2003; Chao in sod., 2016). β-diverziteto oziroma razlike v diverziteti 
med vzorci običajno prikazujemo z razdaljami Bray-Curtis (Bray in Curtis, 1957).   
Zaradi tehnoloških omejitev so bile še pred desetletjem lastnosti človeške mikrobiote v veliki 
meri neznanka. Napredek na področju tehnologij nove generacije sekvenciranja sta omogočili 
prvi metataksonomski  študiji, povezani s črevesno mikrobioto. Human Microbiome Project 
(HMP, 2008–2013), financiran s strani Nacionalnega zdravstvenega inštituta ZDA in 
Metagenomics of the Human Intestinal Tract (MetaHIT, 2008–2012), ki ga je financirala 
Evropska komisija, predstavljata temelj raziskav človeške mikrobiote, predvsem mikrobiote 
črevesja. Od tedaj so bile objavljene številne metagenomske študije iz vzorcev ljudi z 
različnimi obolenji.  
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2. 2  ČREVESNA MIKROBIOTA IN NOSEČNOST 
Nosečnost je biološki proces s hkratnimi spremembami v številnih fizioloških sistemih, ki 
omogočijo razvoj zdravega novorojenca (hormonske spremembe, povečanje telesne mase, 
modulacija imunskega sistema in druge) (Dunlop in sod., 2015). Nekatere hormonske in 
presnovne spremembe povezane z nosečnostjo, so znane že desetletja (Kumar in Magon, 
2012), medtem ko so bile spremembe v sestavi mikrobiote med nosečnostjo opisane šele pred 
kratkim (Nuriel-Ohayon in sod., 2016). Pri proučevanju vloge mikrobiote v nosečnosti je 
ključno vprašanje, kdaj se začne interakcija med gostiteljem in njegovimi mikrobi. Pred več 
kot 100 leti so predpostavili, da smo rojeni sterilno (Tissier, 1900). To je še vedno prepričanje 
mnogih zdravnikov, vendar številni dokazi to hipotezo postavljajo pod vprašaj (Hu et al., 
2013; Aagaard et al., 2014). Način poroda, naraven porod ali carski rez, vpliva na sestavo 
mikrobiote novorojenca po rojstvu. Mikrobiota se v prvih dveh letih življenja bistveno 
spremeni, kot posledica otrokove prehrane in vpliva okolja, nakar se stabilizira (Nuriel-
Ohayon in sod., 2016).   
V prvem trimestru nosečnosti je sestava črevesne mikrobiote podobna sestavi mikrobiote 
zdravih žensk, ki niso noseče. Z napredovanjem zdrave nosečnosti so povezali zviševanje 
celokupnega števila bakterij in spremembe v sestavi črevesne mikrobiote (Collado in sod., 
2008; (Santacruz in sod., 2010; Koren in sod., 2012). Značilno naj bi bilo povišanje vsebnosti 
debel Actinobacteria in Proteobacteria ter znižanje α-diverzitete (Koren et al., 2012). Opisane 
so tudi spremembe v razmerju med nekaterimi ključnimi debli (Firmicutes:Bacteroidetes) z 
višjo ravnjo Firmicutes, kar opazimo tudi pri debelosti (Santacruz et al., 2010). V tretjem 
trimestru so opazili še znižanje Faecalibacterium, zvišanje β-diverzitete, skupaj s povečanjem 
telesne mase, neobčutljivostjo za inzulin in zvišanimi nivoji citokinov v fecesu, ki odražajo 
vnetje (Koren et al., 2012). DiGiulio in sodelavci (2015) pa so pokazali stabilno mikrobioto 
pri nosečnicah, kar je popolno nasprotje od Korenove študije. Razlike med Korenovimi in 
DiGiuliovimi rezultati so verjetno delno odraz heterogenosti v genetiki, starosti, etnični 
pripadnosti, življenjskem slogu, telesni masi in gestacijski starosti udeleženk (Soderborg in 
sod., 2016). 
Imunske in presnovne spremembe, ki se običajno pojavijo med nosečnostjo so primerljive z 
metabolnim sindromom posameznic, ki niso noseče (Chassaing in Gewirtz, 2014). V 
primerjavi z ženskami, ki niso noseče so pri nosečnicah višje nivoje leptina, inzulina, 
inzulinske rezistence, holesterola in glikiranega hemoglobina povezali s pridobivanjem 
maščobnega tkiva skozi trimestre nosečnosti (Collado in sod., 2008). V pozni nosečnosti so 
ravni provnetnih citokinov višje v maščobnem in placentalnem tkivu. Površine sluznic v 
prebavnem traktu odražajo stanje rahlega vnetja. Te presnovne in imunološke spremembe bi 
pri moških ali nenosečih ženskah obravnavali za nenormalne in znak bolezenskega stanja. V 
okviru normalne nosečnosti pa so potrebne in omogočajo izboljšanje shranjevanja energije v 
obliki maščob. Zagotavljajo rast ploda in pripravljajo telo na laktacijo (Cani in sod., 2012; 
Chassaing in Gewirtz, 2014). 
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2. 3  NOSEČNOST IN DEBELOST  
Debelost je bolezen epidemičnih razsežnosti, ki se med drugim odraža tudi kot veliko breme 
zdravstvenega varstva pa tudi gospodarstva po vsem svetu. Po podatkih Svetovne zdravstvene 
organizacije (WHO) je bilo leta 2018 na svetu več kot 1,9 milijarde odraslih ljudi s 
prekomerno telesno maso. 650 milijonov je bilo debelih, od tega 285 milijonov žensk (WHO, 
Obesity and overweight Fact Sheet, posodobljeno Februarja, 2018). Raziskava Stevensa in 
sodelavcev (2012) je pokazala, da je v Evropi 50 odstotkov žensk v rodni dobi in 20 do 25 
odstotkov nosečnic prekomerno težkih ali debelih. Debelost predstavlja velik dejavnik 
tveganja za nastanek metabolnega sindroma, sladkorne bolezni in bolezni srca in ožilja, kar 
lahko vodi do različnih metabolnih motenj, vključno z inzulinsko rezistenco, hiperglikemijo, 
hiperlipidemijo in hipertenzijo. Debelost pri ženskah v rodni dobi ne povzroča samo neželenih 
učinkov na mater per se, ampak vpliva tudi na intrauterino okolje (Hales in Barker, 1992; 
Zhou in Xiao, 2018).    
V zadnjem desetletju so predstavili hipotezo »Razvojni izvori zdravja in bolezni« (DOHaD, 
angl. the Developmental Origins of Health and Disease) (Charles in sod., 2016; Rosenfeld, 
2017). Predlaga, da neugodno razvojno okolje v maternici in v zgodnjem postnatalnem 
obdobju negativno vpliva na dolgoročno zdravje in poveča tveganje za razvoj debelosti, 
sladkorne bolezni, bolezni srca in ožilja in drugih kroničnih bolezni (Mourtakos in sod., 2015; 
Mattsson in sod., 2015; Roberts in sod., 2015). Delno lahko pojasni ta pojav tudi podedovana 
debelost, vendar je veliko študij pokazalo, da zdravje matere vpliva na zdravje 
potomca/potomcev. Zelo verjetno so vpleteni specifični epigenetski mehanizmi, ki še niso 
povsem pojasnjeni (Dunford in Sangster, 2017; Houshmand-Oeregaard in sod., 2017; Liang 
in sod., 2016).  
V zadnjem času je vedno več študij na ljudeh (Kozyrskyj in sod., 2016; Chu in sod., 2016) in 
poskusov na živalih (Paul in sod., 2016; Galley in sod, 2014; Zheng in sod., 2016) predstavilo 
hipotezo, da je črevesno mikrobioto mogoče opredeliti kot nov dejavnik, ki igra pomembno 
vlogo pri materini debelosti in s tem povezanih presnovnih tveganjih pri potomcih. Collado 
in sodelavci (2008) so prvi primerjali sestavo črevesne mikrobiote pri nosečnicah s 
prekomerno telesno maso in debelostjo ter normalno maso. Ugotovili so značilne spremembe 
v črevesni mikrobioti med obema skupinama, med katerimi sta najbolj izstopali statistično 
značilni razliki v zastopanosti rodov Bacteroides in Staphylococcus, in sicer znatno povišanje 
pri nosečnicah s povišano telesno maso in debelih. V drugi študiji (Santacruz in sod., 2010) 
so ugotovili povišanje Enterobacteriaceae, Escherichia coli in Staphylococcus, a 
signifikantno znižanje rodov Bifidobacterium in Bacteroides, kar je v nasprotju s prejšnjo 
raziskavo. Obe raziskavi sta navedli statistično značilno nižje razmerje 
Bifidobacterium/Clostridium pri nosečnicah s previsoko telesno maso in debelostjo napram 
nosečnicam z normalno telesno maso. Analizirali so tudi odnos med sestavo črevesne 
mikrobiote in biokemijskimi parametri. Opazili so pozitivno korelacijo med povišanim 
skupnim številom vseh bakterij in stafilokokov ter zvišano ravnjo plazemskega holesterola. 
Znižanje števila bakteriodet je bilo povezano z nižjimi koncentracijami holesterola HDL in 
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folne kisline ter višjimi ravnmi TAG (triacilglicerol). Povezave bi lahko razložili z 
nastajanjem različnih KMK in z regulacijo genske ekspresije gostitelja, ki vplivajo na 
metabolizem lipidov (Ley in sod., 2006; Turnbaugh in sod., 2006; Pouteau in sod., 2003). 
Nižje število bakteriodet v povezavi z nižjimi nivoji folne kisline je lahko posledica folatov, 
ki jih proizvajajo in izločajo v črevesje bakteriodete. To zagotavlja komplementaren endogen 
vir tega vitamina (Strozzi in Mogna, 2008). Povišano število enterobakterij in E. coli je bilo 
povezano z zvišanim nivojem feritina in znižanim transferina. Znižanje transferina in zvišanje 
feritina sta bila povezana z zmanjšano antibakterijsko aktivnostjo seruma proti 
enterobakterijam (Santacruz in sod., 2010; Jolivet-Gougeon in sod., 2008).  
Spremembe v črevesni mikrobioti poskrbijo za prilagoditev matere na nosečnost. Vplivajo na  
delovanje placente in spodbujajo rast ter razvoj ploda. Čeprav so podatki o spremenjeni sestavi 
črevesne mikrobiote v času nosečnosti nasprotujoči (Collado in sod., 2008; Santacruz in sod., 
2010), je dokazana korelacija med prekomerno telesno maso in debelostjo med nosečnostjo 
in spremembami v sestavi mikrobiote, ki jo spremljajo presnovne motnje pri materi (Zhou in 
Xiao, 2018).   
Črevesne disbioze, ki vodijo do prekomernega pridobivanja telesne mase med nosečnostjo, so 
predmet raziskav. Normalen porast telesne mase med nosečnostjo so povezali z višjo 
zastopanostjo vrste Bacteroides fragilis in s povišanim številom Bifidobacterium in 
Akkermansia muciniphila v primerjavi s skupino nosečnic, ki so se med nosečnostjo 
prekomerno zredile (Santacruz in sod., 2010). Aatsinki in sodelavci (2018) so pri nosečnicah 
s prekomernim porastom telesne mase izpostavili Bacteroidetes kot izstopajoče in Firmicutes 
kot manj izrazite v primerjavi s skupino nosečnic, ki so se normalno zredile.  
V študiji Stanislawskega in sodelavcev (2017) so se taksoni, povezani s prekomernim 
porastom telesne mase med nosečnostjo na splošno razlikovali od taksonov, povezanih s 
prekomerno telesno maso in debelostjo pred nosečnostjo. Povezave so bile manj skladne s 
predhodnimi študijami, povezanimi z debelostjo. 
2. 4  GESTACIJSKI DIABETES MELLITUS (GDM) 
GDM je opredeljen kot kakršnakoli intoleranca za glukozo, ki se prvič pojavi v nosečnosti. 
(American Diabetes Association, Classification and Diagnosis of Diabetes). Prevalenca se 
giblje med 1‒14 odstotkov vseh nosečnosti, odvisno od populacije in uporabljenega 
diagnostičnega testa (Bener in sod., 2011). Ženske z GDM v 35 do 60 odstotkih razvijejo 
sladkorno bolezen tipa 2 v času 5 do 10 let po porodu. Poleg tega imajo večje tveganje za 
pojav zapletov med nosečnostjo, njihovi otroci pa so izpostavljeni večjemu tveganju za pojav 
debelosti in sladkorne bolezni tipa 2 v obdobju adolescence in odraslosti (Bellamy in sod., 
2009; Bener in sod., 2011; Rayanagoudar in sod., 2016; Soderborg in sod., 2016).  
Vedno več je dokazov o pomembnem vplivu mikrobiote matere na novorojenca, vpliv 
gestacijskega okolja in pogojev, v katerih se novorojenec rodi. Nepravilnosti v mikrobioti 
matere povezujejo z vnetjem, kar nadalje pri otroku poleg že navedenega lahko spodbudi 
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razvoj avtoimunosti in motenj metabolizma (Ehrlich, 2016; Round in Mazmanian, 2009; Paun 
in sod., 2016). Spremembe k bolj zdravemu življenjskem slogu so imele učinek na zdravje 
nosečnic z GDM in njihovih otrok (Brown in sod., 2017). Predpostavljajo, da vsaj nekateri od 
teh pozitivnih učinkov nastanejo zaradi spremembe oziroma uravnavanja mikrobiote pri 
nosečnicah (Koren in sod, 2012; Dunlop in sod., 2015; Soderborg in sod., 2016; Garcia-
Mantrana in Collado, 2016; Gomez-Arango in sod., 2016).   
Nekaj študij se je osredotočilo na mikrobioto nosečnic z GDM in prišli so do različnih 
rezultatov. Zheng in sodelavci (2017) so poročali o zvišanem nivoju Proteobacteria in 
znižanem Bacteroidetes in Firmicutes v placentalni mikrobioti nosečnic z GDM v primerjavi 
s kontrolno skupino nosečnic. Kuang in sodelavci (2017) so zaključili, da je črevesna disbioza 
pri nosečnicah z GDM povezana z le nekaj rodovi, ki spadajo v debla Firmicutes, Bacteroides 
in Actinobacteria. Dalje, študija Fugmanna in sodelavcev (2015) je pokazala višjo zastopanost 
družine Prevotellaceae in nižje debla Firmicutes, medtem ko so Ferrocino in sodelavci (2018) 
pokazali premik v sestavi mikrobiote od drugega do tretjega trimestra nosečnosti z višjo α-
diverziteto, zvišanim nivojem Firmicutes in znižanim Bacteroidetes in Actinobacteria. 
Mokkala in sodelavci (2017) pa so družino Ruminococcaceae povezali z višjim tveganjem za 
razvoj GDM. Raziskave, osredotočene na mikrobioto nosečnic z GDM si nasprotujejo. 
Končnega sklepa o vzročni povezavi med GDM in mikrobioto za enkrat še ni možno potegniti. 
2. 5  MAKROSOMIJA 
Makrosomija je opredeljena na dva načina. Prva definicija opredeli makrosomijo glede na 
absolutno telesno maso novorojenca, ki je enaka ali višja od določene meje, običajno 4000 g. 
Druga metoda oziroma definicija pa vključuje percentilo porodne mase, ki upošteva 
gestacijsko starost. Makrosomija ali izraz »velik za gestacijsko starost« (angl. Large for 
Gestational Age, LGA) je ugotovljena takrat, kadar je porodna masa novorojenca nad 90. 
percentilo za določeno starost (Henriksen, 2008; Walsh in McAuliffe, 2012). 
Prevalenca nosečnosti z makrosomnim izidom je med 5‒15 odstotkov (Boulet in sod., 2003; 
Henriksen, 2008; Mohammadbeigi in sod., 2013). Z makrosomijo je povezanih več 
dejavnikov. Prekomerna telesna masa in debelost pred zanositvijo, prekomerno povečanje 
telesne mase med nosečnostjo, višja starost nosečnic in hiperglikemija so najmočnejši 
dejavniki tveganja, a kljub temu ostaja vzrok makrosomije v veliko primerih nepojasnjen, saj 
veliko nosečnic z urejeno glikemijo in ustreznim porastom teže med nosečnostjo rodi 
makrosomnega otroka (Spellacy in sod., 1985; Jolly in sod., 2003; Clausen in sod., 2005; 
Jensen in sod., 2003; Catalano, 2007). Študije so pokazale, da makrosomija lahko poveča 
tveganje za neugodne izide, vključno s carskim rezom, krvavitvijo po porodu, distocijo ramen, 
zlomom vratne kosti, poškodbo brahialnega pleksusa in asfiksijo (Vidarsdottir in sod., 2011; 
Barber in sod., 2011; King in sod., 2012).   
Največ makrosomnih otrok se rodi nosečnicam z GDM. Kar 20 do 30 odstotkov nosečnosti, 
ki jih spremlja GDM, se izide z makrosomijo (de Onis in sod., 2010). Opazovalna študija 
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»Hiperglikemija in neželeni izidi nosečnosti« (angl. Hyperglycemia and Adverse Pregnancy 
Outcomes, HAPO) je našla linearno povezavo med koncentracijami glukoze v krvi in 
zviševanjem telesne mase novorojencev ter med koncentracijami peptida C v serumu 
popkovne krvi in drugimi označevalci perinatalnih zapletov. Povezave so vztrajale tudi pri 
koncentracijah glukoze, ki so bile pod diagnostično mejo GDM.  
Zawiejska in sodelavci (2018) so pri nosečnicah z GDM povezali različice gena za inzulin 
receptor substrat-1 (IRS-1), ki je izbran kandidat za polimorfizem pri diabetesu tipa 2, z 
makrosomijo. Nosilci specifičnih variant tega gena so lahko podvrženi povečanemu tveganju 
za rojstvo makrosomnega otroka. Ugotovili so, da bi specifične variacije v genu IRS-1 lahko 
bile povezane s pospešeno rastjo ploda, tudi ob predpostavki, da metabolne spremembe, ki so 
značilne za pozno nosečnost, prikrijejo kakršnekoli razlike v inzulinski rezistenci, ki jo 
povzročajo alelne mutacije gena IRS-1.   
Doslej ni bilo opravljenih raziskav, ki bi opredeljevale možno povezanost med črevesno 
mikrobioto matere in makrosomijo ploda.   
2. 6  KRATKOVERIŽNE MAŠČOBNE KISLINE (KMK)  
KMK so končni produkti mikrobne fermentacije neprebavljivih ogljikovih hidratov (vlaknine) 
(Koh in sod., 2016). Nastajajo predvsem v debelem črevesju, medtem ko so v tankem črevesju 
prisotne KMK, pridobljene s hrano. Tako je nivo KMK v debelem črevesju odraz kombinacije 
prehranskega vnosa in nastajanja KMK in situ. Glavne KMK so acetat, propionat in butirat. 
Dokazano je, da imajo protivnetne lastnosti (Trompette in sod., 2014; Louis in sod., 2014; 
Roduit in sod., 2019).  
Nastale KMK se sproščajo v visokih koncentracijah v navzgornjem kolonu (70–140 mM), 
njihova koncentracija pa se zmanjšuje v prečnem (20–70 mM) in v navzdolnjem kolonu (20–
40 mM) (Topping in Clifton, 2001). Molsko razmerje med proizvodnjo acetata, propionata in 
butirata v lumnu debelega črevesa je okoli 60:25:15 (Cummings, 1981), vendar se to razmerje 
spreminja z več dejavniki, kot so prehrana, mikrobna sestava in mesto fermentacije  
(Fredstrom in sod., 1994). 
KMK poleg vira energije za črevesne celice (kolonocite) delujejo tudi kot signalne molekule, 
na katere se odzivajo tkiva prebavnega trakta. Pomembne so v procesu krepitve črevesne 
pregrade (David in sod., 2014). Raziskave kažejo, da acetat, propionat in butirat izzovejo 
modifikacijo histonov kromatina in posledično vplivajo na epigenetsko uravnavanje 
transkripcije genov gostitelja (Canani in sod., 2011). KMK preko portalne vene dosežejo krvni 
obtok in lahko bistveno spremenijo metabolizem in fiziologijo gostitelja. Z zmožnostjo vezave 
na receptorje, ki so sklopljeni s proteinom G lahko delujejo kot signalne molekule. Fiziološko 
so vpletene v povečanje proizvodnje anoreksičnih hormonov in porabe energije (Cani in sod., 
2019). KMK so povezali s preprečevanjem napredovanja debelosti in s tem povezanih 
zapletov, kot so sladkorna bolezen tipa 2 in nealkoholna zamaščenost jeter (Cani in sod., 2019; 
Canfora in sod., 2019).  
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Vsi dokazi ne podpirajo koristne vloge KMK. Ocenjujejo, da oksidacije KMK predstavljajo 
5 do 10 odstotkov dnevne potrebne energije, njihovi metaboliti pa se lahko uporabijo za 
sintezo lipidov de novo in glukoneogeneze (McNeil, 1984). Epidemiološke študije in 
raziskave opravljene na miših so pokazale, da višje koncentracije KMK v fecesu pozitivno 
korelirajo z višjo telesno maso, medtem ko so nižje vrednosti KMK povezane z vitkostjo 
(Turnbaugh in sod., 2006; Schwiertz in sod., 2010; Rahat-Rozenbloom in sod., 2014). Poleg 
tega so metagenomske študije pokazale, da je pri debelih ljudeh črevesna mikrobiota 
obogatena s potmi, ki vključujejo mikrobno fermentacijo ogljikovih hidratov (npr. 
fosfotransferazni sistemi) in tudi z geni, povezanimi s proizvodnjo KMK (npr. 
acetil/propionil-CoA karboksilaza in acetil-CoA karboksilaza) (Turnbaugh in sod., 2009). 
Povišana koncentracija KMK v serumu matere lahko pozitivno vpliva na presnovne 
spremembe, ki se pojavljajo v nosečnosti; povečanje telesne mase pri materi, metabolizem 
glukoze, ravni različnih presnovnih hormonov (Koren in sod., 2012; Priyadarshini in sod., 
2014). Gomez-Arango in sod. (2016) pa so poročali, da je proizvodnja KMK črevesnih 
bakterij negativno povezana z indeksom telesne mase. Raziskava je ovrednotila razmerja med 
telesno maso, mikrobioto črevesja, krvnim tlakom in plazminogenskim inhibitorjem-1 (PAI-
1) pri debelih nosečnicah in nosečnicah s prekomerno telesno maso. Pokazala je, da je 
zastopanost bakterij, ki proizvajajo butirat negativno povezana s sistoličnim in diastoličnim 
krvnim tlakom in z nivoji PAI-1. Te ugotovitve kažejo, da povišano število bakterij, ki 
proizvajajo butirat, lahko prispeva k znižanju krvnega tlaka pri nosečnicah s prekomerno 
telesno maso in debelih nosečnicah. Študija Fuller in sodelavcev (2015) pa je raziskovala 
povezave med črevesno mikrobioto, KMK in receptorjem FFA2 (angl. Free Fatty Acid 
receptor 2). Ugotovili so, da je signaliziranje preko FFA2 bistveno za prilagoditev β-celic v 
nosečnosti, kar kaže, da črevesna mikrobiota, KMK in FFA2 med nosečnostjo delujejo 
usklajeno in s tem posredujejo homeostazo glukoze.  
Pomembno je ugotoviti, kako nosečnost vpliva na črevesno mikrobioto in njeno sposobnost 
proizvajanja KMK. Hormonsko okolje gostitelja med nosečnostjo verjetno spremeni črevesno 
mikrobioto, kar se odraža v proizvodnji KMK. Identifikacija posameznih bakterijskih vrst, ki 
doprinesejo h KMK, bo koristna za razumevanje, kako lahko nosečnost vpliva na črevesno 
mikrobioto na ravni vrste (Fuller in sod., 2015). 
2. 7  Escherichia coli V ČREVESJU LJUDI 
Simbioza med mikrobioto gostitelja in črevesjem se začne v zgodnjem življenju. Klasične 
pionirske vrste, ki kolonizirajo prebavni trakt dojenčkov, so fakultativni anaerobi, kot je E. 
coli ali druge enterobakterije (Palmer in sod., 2007). Ti porabijo kisik in ustvarijo anaerobno 
okolje, kar spodbudi kasnejšo kolonizacijo s striktnimi anaerobi, kot so Bifidobacterium, 
Clostridium in Bacteroides (Secher in sod, 2016).   
Izvor sevov E. coli, ki na začetku naseljujejo prebavni trakt, je raznolik. Ob rojstvu, sicer 
odvisno od načina poroda, se v črevesju dojenčka množično naseli E. coli, ki izvira iz materine 
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mikrobiote (slika 1) (Secher in sod, 2016). Raziskava Aagaard in sodelavcev (2014) celo 
izpodbija paradigmo sterilnosti zarodka. Opisujejo nizko zastopano, a robustno placentalno 
mikrobioto, kjer je E. coli najbolj zastopana/razširjena vrsta. Opisana je tudi znotraj 
maternična kontaminacija mekonija z E. coli iz črevesne mikrobiote matere (Jimenez in sod., 
2008).  
 
Slika 1: Kolonizacija človeka z E. coli.  
E. coli v nekaj urah po rojstvu množično kolonizira črevesje novorojenčka, kar spodbuja ugodno okolje 
za kasnejšo kolonizacijo z anaerobnimi bakterijami, ki bodo pri odraslem predstavljale prevladujočo 
mikrobioto (povzeto po Secher in sod, 2016). 
Figure 1: Human colonization with E. coli.  
E. coli massively colonize infant gut within hours after birth, promoting a favorable environment for the 
subsequent colonization by anaerobic bacteria that will form the dominant microbiota in adults 
(summarized after Secher et al., 2016). 
Z E. coli je koloniziranih do 90 odstotkov človeške populacije. Pri odraslih ostaja E. coli 
prevladujoč fakultativno anaeroben organizem v črevesju (Secher in sod, 2016). Sevi E. coli 
kolonizirajo različna področja človeškega telesa. Prednostno mesto kolonizacije je debelo 
črevo, kjer se komenzalni sevi nahajajo v sloju sluzi, za katerega je E. coli prilagodila svoj 
metabolizem (Chang in sod., 2004). Zaradi izjemne fenotipske vsestranskosti lahko E. coli 
kolonizira dodatne ekološke niše. Poleg komenzalnih sevov E. coli ima vrsta tudi črevesne 
patogene predstavnike (IPEC). IPEC je prva skupina E. coli, ki so jo povezali s človeško 
boleznijo. Razdeljena je na več patotipov, ki so opredeljeni z izražanjem specifičnih 
dejavnikov virulence in kliničnimi manifestacijami bolezni. Enteropatogeni sevi (EPEC) in 
enteroagregativni (EAEC) kolonizirajo tako debelo kot tanko črevo. Enerotoksigena E. coli 
(ETEC) kolonizira tanko črevo in povzroča drisko, medtem ko enterohemoragična (EHEC) in 
adherentno adhezivna (AIEC) povzročata bolezni debelega črevesa. Poleg IPEC 
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prepoznavamo tudi skupino ExPEC (zunajčrevesna patogena E. coli). Predstavniki običajno 
naseljujejo prebavni trakt brez posledic, lahko pa kolonizirajo druge niše, kjer povzročajo 
bolezni. Najpogostejši predstavniki ExPEC so sevi, ki povzročajo septikemijo (SEPEC), 
meningitis (NMEC) in okužbo sečil (UPEC) (Russo in Johnson, 2003; Kaper in sod., 2004; 
Wiles in sod., 2008; Tenaillon in sod., 2010; Secher in sod, 2016).   
Molekularna osnova, na kateri temelji fenotipska raznolikost E. coli, od komenzalizma do 
patogenosti, je zelo dinamična struktura genoma. Geni, prisotni pri vseh sevih E. coli 
predstavljajo le 40 odstotkov vseh genov. Skozi evolucijo je genom E. coli pridobil številne 
mobilne genetske elemente (plazmidi, fagi, otoki patogenosti), ki zapisujejo raznolike 
dejavnike, povezane s fitnesom in virulenco. Ti geni so odgovorni za raznolikost fenotipov E. 
coli in zmožnost prilagajanja različnim okoljskim pogojem (Tettelin in sod., 2008).  
2. 7. 1    Filogenetske skupine 
V okviru vrste E. coli obstaja obsežna genetska podstruktura. Leta 2000 je Clermont s 
sodelavci opisal preprosto metodo PCR, ki omogoča, da izolatu E. coli dodelimo eno od 
filogenetskih skupin A, B1, B2 ali D. Naraščajoče število podatkov o zaporedju več lokusov 
in genoma E. coli je izboljšalo naše razumevanje in zdaj prepoznavamo osem filogenetskih 
skupin, sedem (A, B1, B2, C, D, E, F) pripada E. coli sensu stricto, osma pa je Escherichia 
kriptični Klad I (angl. Cryptic clade I). Nova metoda PCR omogoča, poleg uvrstitve E. coli v 
filogenetsko skupino, razlikovanje od drugih kriptičnih linij/skupin Escherichia (Klad II do 
V), ki jih je treba še identificirati. Približno 13 odstotkov izolatov E. coli se z novo metodo 
uvrsti v novo opisane filogenetske skupine C, E, F in Klad I (Clermont in sod., 2013).  
2. 7. 2    Virulentni dejavniki E. coli 
Vsak patotip E. coli ima svoj nabor virulentnih dejavnikov za adhezijo, kolonizacijo in/ali 
invazijo, izogibanje imunskemu sistemu gostitelja itd., kar pojasnjuje nekatere razlike v 
prostorski porazdelitvi sevov E. coli (Secher in sod, 2016).  
2. 7. 2. 1    Adhezini 
Skupna značilnost večine patogenih mikrobov je pritrditev na trden substrat, kar jim 
omogočajo adhezini. Adhezini se vežejo na specifične ligande gostiteljske celice. S 
pritrditvijo se izognejo izpiranju s telesnimi tekočinami (Baddour in sod., 1990; Reid in Sobel, 
1987; Conceição in sod., 2012).  
2. 7. 2. 1. 1    Fimbrijski adhezini 
Fimbrije tipa 1 so v genomu zapisane z geni fim (fimA–I). FimH prepozna glikoproteine, ki 
imajo eno ali več N-povezanih manoznih struktur. Adhezijo s FimH lahko inhibiramo z D-
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manozo in z različnimi saharidi, ki imajo na terminalnem delu manozo (Hull in sod, 1981; 
Hung in sod., 2002; Conceição in sod., 2012).  
Fimbrije P imajo na konici adhezin PapG, ki prepozna glikolipide. Geni v operonu pap 
zapisujejo pet podenot za pilin (PapF, PapE, PapK, PapA, PapH) in dvo-domenski adhezin 
PapG. Po prehodu v periplazmo se podenote sestavijo s pomočjo šaperona PapD in 
integralnega proteina zunanje membrane PapC (Dodson in sod., 2001; Driessen in Nouwen, 
2003). Večina študij je raziskovala pojavnost genov pri izolatih, ki povzročajo okužbe sečil. 
Ti izolati so imeli pogosteje zapis za protein PapG v primerjavi z izolati E. coli iz prebavil 
(Zhang in Foxman, 2003; Le Bouguénec, 2005).  
2. 7. 2. 1. 2    Nefimbrijski adhezini 
Prvi opisan gen, ki zapisuje nefimrijski adhezin je afa-1. Opisani so različni geni s podobno 
organizacijo tako pri črevesnih kot zunajčrevesnih sevih E. coli. Večina teh adhezinov se veže 
na krvni antigen Dr, izražen na eritrocitih in nekaterih epitelnih celicah (Labigne-Rousselet in 
sod., 1984; Mulvey, 2002). 
Gen iha zapisuje adhezin zunanje membrane, ki ima visoko homologijo s sideroforjem IrgA 
bakterije Vibrio cholerae. Obstaja homologija med Iha in številnimi domnevnimi 
membranskimi receptorji (Tarr in sod., 2000; Deng in sod., 2002). Protein Iha omogoča 
adhezijo brez prisotnosti specifičnih struktur, kot so fimbrije (Johnson in sod., 2005; Miyazaki 
in sod., 2002).  
2. 7. 2. 1. 3    Intimin 
Intimin (Eae) je protein v zunanji membrani, ki ga zapisuje gen eae. Iz citoplazme se prenese 
v periplazmo ter se nadalje vstavi v zunanjo membrano. Lahko se veže na protein Tir in se s 
translokacijo prenese v membrano gostiteljske celice. Eae in Tir predstavljata povezavo med 
bakterijo in gostiteljsko celico (Vallance in Finlay, 2000; Ochoa in sod., 2000). 
2. 7. 2. 2    Protektini 
Bakterija, ki kolonizira ali napada gostiteljeva tkiva, mora imeti mehanizme, ki ji omogočajo 
izogibanje imunskemu sistemu gostitelja. Ta sposobnost bakterije je odvisna predvsem od 
površine njene celične stene. Protektini zaščitijo bakterijo pred gostiteljem, hkrati pa 
doprinesejo k virulenci (Orskov, 1978; Miajlovic in Smith, 2014). 
2. 7. 2. 2. 1    Kapsule 
Invazivne seve E. coli ponavadi obdaja kapsula iz površinskih polisaharidov. Pri E. coli 
prepoznavamo veliko serotipov, ki jih razvrščamo v tri skupine. Kapsule skupine 1 so 
običajno prisotne pri komenzalni E. coli, medtem ko so kapsule iz skupin 2 in 3 značilne za 
virulentno E. coli. Kapsule iz skupine 2 sestavljajo kisli in hidrofilni polisaharidi z visoko 
Molan K. Črevesna mikrobiota nosečnic z gestacijskim diabetesom in pojav makrosomije. 




koncentracijo anionov. Ti polisaharidi motijo označevanje bakterij s strani komplementa in 
bakterija se lažje izogne imunskemu sistemu gostitelja (Johnson, 1991; Whitfield in Roberts, 
1999). 
2. 7. 2. 2. 2    Proteaza OmpT 
Zapis za protein OmpT ima večina sevov E. coli. Protein je prisoten na zunanji strani 
membrane in je vpleten v razpad protimikrobnih snovi, ki jih izločajo gostiteljeve epitelne 
celice (Vandeputte-Rutten in sod., 2001; Stumpe in sod., 1998; Wood in sod., 2017). Protein 
OmpTAPEC povezujemo z E. coli, ki povzroča bolezni pri ptičih (Hejair in sod, 2017).  
2. 7. 2. 2. 3    Odpornost E. coli proti človeškem serumu (Proteina TraT in Iss) 
Genski zapis traT je sicer del operona tra, ki je značilen za konjugativen plazmid (Moll in 
sod., 1980), a protein TraT pri alternativni poti komplementa omejuje in spreminja vzorec 
odlaganja enote C3 in moti opsonizacijo, kar se odraža kot odpornost bakterije proti fagocitozi 
(Montenegro in sod., 1984; Aguero in sod.,1984; Male in sod., 2006).     
Protein Iss omogoča bakteriji boljše preživetje v krvnem serumu (Chube in sod., 1989; 
Johnson in sod., 2008). Prvič so ga odkrili pri humanem izolatu SEPEC (Binns in sod., 1979). 
Gen iss je podoben genu bor iz faga lambda, ki zapisuje lipoprotein zunanje membrane, 
vpleten v odpornost proti serumu (Barondess in Beckwith, 1995).  
2. 7. 2. 2. 4    Protein TcpC 
Patogeni sevi E. coli, predvsem UPEC, se potencialno izognejo imunskemu sistemu gostitelja 
z izločanjem proteina TcpC (angl. TIR-containing protein C). Protein TcpC moti detekcijo 
mikroorganizma s strani TLR (angl. Toll-Like Receptor). TcpC vsebuje domeno TIR 
(Toll/Interlevkin - 1 receptor), ki je značilna za TLR in njihove adaptivne molekule kot tudi 
za receptor interlevkina-1. Protein se veže na dejavnik mieloidne diferenciacije 88 (MyD88), 
na centralni adapter signalne kaskade TLR in TLR4 (Cirl in sod., 2008; Yadav in sod., 2010; 
Snyder in sod., 2013; Waldhuber in sod., 2016).  
2. 7. 2. 3    Invazini in toksini 
Invazini in toksini poškodujejo gostiteljeve celice. Med invazine in toksine prištevamo 
različne molekule (hemolizini, proteaze, nekrotični faktorji, avtotransporterski toksini) 
(Johnson, 1991; Bahrani-Mougeot in sod., 2002).  
2. 7. 2. 3. 1    Invazin IbeA 
Gen ibeA je bil identificiran in opisan pri izolatu E. coli, ki je povzročil meningitis pri 
novorojenčku (NMEC). IbeA prispeva k patologiji NMEC (Huang in sod., 2000; Huang in 
sod., 2001). Informacij o molekularnih mehanizmih, ki posredujejo interakcijo IbeA z 
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gostiteljskimi celicami je malo. IbeA je protein zunanje membrane, ki ima sedem podaljšanih 
transmembranskih domen, ki se iztezajo v ekstracelularen prostor. IbeA se lahko veže na 
gostiteljske beljakovine, ki so potencialni receptorji, vključno z vimentinom in s PSF (angl. 
PTB-associated Splicing Factor) (Zou in sod., 2006; Zou in sod., 2007). 
2. 7. 2. 3. 1    Hemolizin Alfa (α-hemolizin) in enterohemolizin 
Hemolitični sevi vrste E. coli sintetizirajo in izločajo α-hemolizin. Toksin naredi v gostiteljski 
celici poro, kar vodi v celično lizo in sprostitev nutrientov (Johnson, 1991; Wiles in sod., 
2008). Sintezo in izločanje omogočajo proteini, zapisani v operonu hly (hlyA, hlyB, hlyC in 
hlyD) in proteini zunanje membrane TolC. Po aktivaciji s HlyC pridobi HlyA hemolitično 
aktivnost. Aktiviran hemolizin se veže na gostiteljske celice in povzroči propad eritrocitov, 
levkocitov in fibroblastov ter sodeluje pri oslabitvi imunskega sistema gostitelja (Bahrani-
Mougeot in sod., 2002; Johnson, 1991). 
Primarna struktura enterohemolizina (Ehx) je zelo podobna strukturi α-hemolizina. Toksin 
tvori v membrani gostiteljske celice poro, kar se odraža z litičnim in toksičnim učinkom. 
Študije so pokazale, da protein Ehx doprinese k inducirani citotoksičnosti sevov EHEC 
O157:H7 in k produkciji IL-1β v makrofagih (Schmidt in sod., 1995; Zhang in sod., 2012; 
Rathinam in sod., 2012).  
2. 7. 2. 3. 2    Citotoksični nekrotizirajoči dejavnik 1 (CNF1) 
CNF1 spada v edinstveno skupino citotoksinov. Protein v sesalskih gostiteljskih celicah 
spremeni aktin v citoskeletu in s tem omogoči invazijo krvno-možganske pregrade. Toksin 
povzroči konstitutivno aktivacijo GTPaz iz družine Rho, ki so ključne pri regulaciji dinamike 
aktina. CNF1 je izražen predvsem pri sevih UPEC in NMEC (Bahrani-Mougeot in sod., 2002; 
Wang in sod., 2013). 
2. 7. 2. 3. 3    Verotoksini 
Verotoksine (Vtx) ali toksine šiga (Stx) proizvajajo nekateri patogeni sevi E. coli in tudi 
nekateri ostali predstavniki Enterobacteriaceae. E. coli, ki proizvaja toksin Vtx/Stx, uvrščamo 
v skupino STEC (angl. shiga toxin producing E. coli). Toksin so prvič opisali pri človeškem 
patogenem sevu E. coli O157:H7 (CDC, 1982). Skupina STEC se prenaša s hrano in je 
odgovorna za izbruhe bolezni kot so hemoragični kolitis in hemolitični uremični sindrom. 
Serotip STEC O157: H7 je najpogosteje povezan s hudimi oblikami driske, vendar so se v 
zadnjem času pojavile številne serološke skupine STEC, ki povzročajo podobne bolezni 
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2. 7. 2. 3. 4    Avtotransporterji Sat, Vat in Tsh/Hpb 
Nekateri toksini spadajo v družino serinsko proteaznih avtotransporterjev. V enem samem 
sevu E. coli je lahko prisotnih več avtotransporterjev (Henderson in sod., 1998; Parham in 
sod., 2005).  
Protein Sat je na celičnih kulturah uroepitelnih celic sprožil vakualizacijo citoplazme in 
celično smrt. Pri sevih DAEC z izraženim adhezinom Afa/Dr je induciral preureditev tesnih 
stikov polariziranih epitelijskih celic in nastanek lezij (Guyer in sod., 2002; Guignot in sod., 
2007). 
Pri sevih APEC so opisali avtotransporter Vat, ki je na celičnih linijah piščančjih fibroblastov 
povzročal vakualizacijo citoplazme (Salvadori in sod., 2001). Protein Vat nima proteolitične 
aktivnosti, verjetno zaradi nekoliko drugačnega serinsko proteaznega motiva (Parreira in 
Gyles, 2003).  
Protein Tsh/Hpb je temperaturno občutljiv hemaglutinin, ki se veže na eritrocite in tudi na 
proteine ekstra celularnega matriksa. Pri sevih APEC poimenujemo protein Tsh in pri 
človeških izolatih Hpb (hemoglobin proteaza). Hpb se od Tsh razlikuje v dveh aminokislinah  
(Dozois in sod., 2000; Lymberopoulos in sod., 2006; Lynne in sod., 2007; Huja in sod., 2015). 
2. 7. 2. 4    Genotoksini Cdt, Clb in Usp  
Prvi bakterijski toksin, za katerega so pokazali, da inducira eno in dvoverižne prelome DNA 
je toksin Cdt (Elwell in sod., 2002; Lara-Tejero in Galan, 2000). Celice, izpostavljene toksinu 
Cdt odgovorijo na poškodbo dvoverižne DNA z aktivacijo kompleksa MRN (Li in sod., 2002; 
Hassane in sod., 2003; Guerra in sod., 2010). Sledi aktivacija efektorskih proteinov celičnega 
cikla CHK1 in CHK2, kar vodi do zaustavitve cikla ali apoptoze, odvisno od »statusa« 
proteinov p53 in p21 gostiteljske celice (Blazkova in sod., 2010; Fahrer in sod., 2014). 
Genotoksin Cdt sproži tudi nehomologno pot združevanje koncev DNA, ki je nagnjena k 
napakam (Fahrer in sod., 2014). Celice, ki preživijo akutno toksičnost kažejo karakteristike s 
stresom inducirane celularne senescence. To nakazuje, da so celice dosegle začetno fazo 
karcinogeneze (Blazkova in sod., 2010).  
Genski zapis za sintezo kolibaktina je v 54 kb dolgem otokom patogenosti pks. Analize so 
pokazale, da je kolibaktin hibrid poliketid-peptid (Hacker in sod., 2003; Nougayrede in sod., 
2006). Infekcija celic s kolibaktinom povzroči prekinitev celičnega cikla, povečanje celic in 
celičnega jedra, vendar brez celične delitve. To je fenotip, ki spominja na efekt toksina Cdt. 
Kolibaktin poveže obe verigi DNA, kar ob popravljanju izzove nastanek dvojnih prelomov 
(Bossuet-Greif in sod., 2018). Slika 2 (prirejeno po Secher in sod, 2016) prikazuje 
doprinos/vpliv kolibaktina na spremembe zdravja gostiteljev. Izražanje pks povečuje 
sposobnost bakterije, da kolonizira črevesje gostitelja (1), spremeni črevesno prepustnost in 
poveča translokacijo bakterij iz črevesnega lumna v notranjost  (2). Spremenjena imunska 
homeostaza in vnetni odziv, ki ga povzroča E. coli pks+, pospešujeta rast tumorjev (3) in 
poslabšata oralno toleranco (4). Sistemsko razširjanje vodi v sepso (5). 
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Slika 2: Doprinos E. coli pks+ k razvoju bolezni gostitelja (povzeto po Secher in sod, 2016).  
Figure 2: E. coli pks+ contribution to the development of disease in the host (summarized after Secher et 
al., 2016).  
Prevalenca komenzalnih črevesnih sevov bakterije E. coli, ki imajo genomski otok pks v 
razvitem svetu narašča. To nakazuje, da pks posreduje bakterijskemu producentu določene 
selektivne prednosti. Visoka prevalenca omenjenih sevov v črevesni mikrobioti je 
zaskrbljujoča, saj je produkcija genotoksinov povezana z razvojem bolezni raka gostitelja 
(Secher in sod., 2013; Arthur in sod., 2012; Dalmasso in sod., 2014; Cougnoux in sod., 2014; 
Dejea in sod., 2018), čeprav Wassenaar (2018) poudarja, da je kljub prepričljivim dokazom 
verjetno možna tudi alternativna interpretacija, ki ob širšem pogledu oslabi povezavo med E. 
coli iz skupine B2 in nastankom raka. Številne študije so opisale zvišano prevalenco E. coli v 
biopsijskih vzorcih bolnikov s kolorektalnim rakom, a so prezrle številne rodove, ki so bili 
tudi selektivno prisotni. Mikrobiota bolnikov s kolorektalnim rakom se precej razlikuje od 
zdrave mikrobiote (Sanapareddy in sod., 2012; Wang in sod., 2012; Ahn in sod., 2013). 
Protein Usp izkazuje DNazno aktivnost (Zaw in sod., 2013). Na sesalske celice (HUVEC) 
deluje genotoksično, kadar je apliciran skupaj s proteinom Imu2. Vpliva na celično viabilnost. 
Bakterijski eksotoksini se lahko aktivno izločajo v ekstracelularno okolje. Mehanizem 
sproščanja oziroma izločanja proteinov Usp in Imu1‒3 še ni opisan. Z metodo Western 
blotting in protitelesi proti Usp so protein zaznali v supernatantu bakterijske kulture in tudi v 
frakcijah HUVEC po 4-ih in 24-ih urah infekcije z E. coli usp+imu1‒3+. Pri kontroli (E. coli 
usp- imu1‒3-) reakcije niso zaznali (Nipič in sod., 2013).  
2. 7. 2. 4. 1    Zaščita producenta pred lastnim toksinom 
Bakterije, ki proizvajajo toksične produkte (antibiotiki, toksini), morajo biti pred njimi 
zaščitene. V ta namen bakterije uporabljajo kombinacijo več mehanizmov (Cundliffe in 
Demain, 2010). Dobro raziskani so mehanizmi, ki nudijo zaščito pred antibiotiki. Mehanizmi, 
ki bakterijam nudijo zaščito pred lastnimi toksini, so slabše raziskani.  
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Kolibaktin je sprva produciran kot inaktivni pro-toksin, ki je aktiviran s cepitvijo ob prehodu 
periplazmatskega prostora. Bossuet-Greif in sodelavci (2016) so pokazali, da prisotnost 
proteina ClbS, ki je tako kot kolibaktin del genomskega otoka pks+ (Slika 3), zaščiti bakterijo 
E. coli pred kolibaktinom. Bakterije z mutiranim genom clbS so izkazale avtotoksičen fenotip 
(zmanjšano število enot CFU prekonočne kulture). Upad rasti so povezali s produkcijo 
kolibaktina v času, ki omogoča njegovo maksimalno produkcijo. Poleg tega so pokazali, da 
ClbS cepi ciklopropanski obroč, ki je ključen za genotoksičnost kolibaktina in ga s tem 
inaktivira (Tripathi in sod., 2017).  
 
Slika 3: Genomski otok pks. 
Z modro barvo so označenimi geni in smer prepisovanja za sintezo neribosomskih peptid sintaz (NRPS) 
in z zeleno barvo zapisa in smer prepisovanja genov za sintezo neribosomskih hibridnih encimov (NRPS-
PKS). Z oranžno barvo so označeni geni in smer prepisovanja encimov PKS. Pomožni proteini in protein 
imunosti ClbS so označeni z rdečo barvo. Ostali encimi in proteini, odgovorni za sintezo in prenos 
aminomalonilne skupine so označeni z belo barvo in z odtenki sive (povzeto po Nougayrède in sod., 2006).   
Figure 3: pks genomic island.  
The blue color indicates genes and direction of transcription for the synthesis of non-ribosomal peptide 
synthases (NRPS) and the green color genes for the synthesis of non-ribosomal hybrid enzymes (NRPS - 
PKS). Orange indicates genes for PKS enzymes. Accessory proteins and immunity protein ClbS are 
indicated in red. The other enzymes and the proteins responsible for the synthesis and transfer of the 
aminomalonyl group are indicated with white and shades of gray (summarized after Nougayrède et al., 
2006).  
Producenti genotoksina Usp imajo v genomu zapise za proteine imunosti (Imu1–3). Usp in 
geni imunosti so zapisani na PAI (slika 4). Črnigoj in sodelavci so opazili, da protein Imu2, 
ščiti producenta pred lastnim genotoksinom. Glede na rezultate raziskave so sklepali, da se 
Imu2 nespecifično veže na DNA in jo tako zaščiti pred aktivnostjo Usp. Mehanizem zaščite 
še ni povsem pojasnjen.  
 
Slika 4: Genomski otok PAIusp.  
Prikaz dveh podtipov PAIusp. Z modro barvo je označen gen in smer prepisovanja genotoksina Usp. Z 
odtenki rdeče barve so označeni geni imunosti (imu1–imu3) in smer prepisovanja. Pri podtipu IIa imajo 
geni imunosti drugačen vrstni red (povzeto po Volmajer, 2015). 
Figure 4: PAIusp genomic island. 
PAIusp subtypes are shown. The gene and the direction of transcription of the genotoxin Usp are indicated 
in blue. The shades of red indicate the immunity genes (imu1‒imu3) and the direction of transcription. In 
subtype IIa, the immunity genes have a different order (summarized after Volmajer, 2015). 
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Mehanizmi zaščite producenta pred delovanjem lastnega toksina lahko delujejo širše in 
zaščitijo bakterijo tudi pred drugimi toksini. Protein imunosti ClbS lahko zaščiti DNA pred 
genotoksično aktivnostjo proteina Usp, ki ni del pks, in tudi pred drugimi DNazami, kar 
verjetno daje selektivno prednost sevom, ki se srečujejo s stresnimi pogoji tudi v gostitelju 
(Molan in sod., 2019).  
Prevalenca sevov E. coli iz filogenetske skupine B2, ki pogosto imajo genske zapise za sintezo 
genotoksinov, kot tudi zapise za druge dejavnike virulence, v razvitem svetu narašča. Te 
spremembe v porazdelitvi filogenetske skupine B2 niso posledica podnebnih sprememb, 
ampak so lahko posledica družbene evolucije, ki vključuje spremembe prehranskih navad in 
višjo raven higiene (Gordon in Cowling, 2003; Escobar-Páramo in sod., 2006; Stoppe in sod., 
2017). 
2. 7. 2. 5    Sistemi za privzem železa 
Veliko bioloških procesov potrebuje za normalno delovanje železo, ki je omejujoči dejavnik. 
V naravi ga je dovolj, a se ne pojavlja v biološko ustrezni obliki. Bakterije lahko za vir železa 
uporabijo različne vire, kot sta gostiteljska proteina transferin ali laktoferin. Lahko proizvajajo 
sideroforje, ki iz omenjenih gostiteljskih proteinov vežejo železo in ga po specifični poti 
prenesejo v notranjost celice (Krewulak in Vogel, 2008). 
2. 7. 2. 5. 1 Jersinijabaktin in protein Irp2 
Jersinijabaktinski sistem je sideroforni sistem za privzem železa. Sinteza vključuje več genov 
(skupek fyuA‒irp), ki so zapisani na otoku patogenosti HPI (angl. High Pathogenicity Island). 
Gena irp1 in irp2 zapisujeta proteina HMWP1 in HMWP2 (angl. iron-repressible High-
Molecular-Weight Proteins), ki verjetno sodelujeta pri sintezi jersinijabaktina. fyuA zapisuje 
receptor zunanje membrane, ki prenese železo v notranjost bakterijske celice. (Carniel in sod., 
1992; Rakin in sod., 1994; Lucier in sod., 1996;). Zapis za jersinijabaktinski sistem imajo 
najpogosteje izolati UPEC, SEPEC in NMEC (Carniel in sod., 1992; Dean in Poole, 1993).  
2. 7. 2. 5. 2 Aerobaktin 
Aerobaktinski sistem za privzem železa je sestavljen iz sideroforja (aerobaktin) in receptorja 
zunanje membrane (protein IutA). Izražanje sistema je odvisno od koncentracije železa v 
baterijski celici. Aerobaktin lahko veže železo v obliki Fe3+ in ga s pomočjo IutA prenese v 
notranjost bakterijske celice (Warner in sod., 1981; Johnson, 1991; Neilands, 1995). 
2. 8  ANTIBIOTIKI – PROTIMIKROBNE UČINKOVINE 
Zdravilne učinke plesni so poznali že pred tisočletjem. V starodavnem Egiptu so poročali o 
zdravnikih, ki so bolnike zdravili s toniki, pridobljenimi iz zelišč, plesni in drugih organskih 
spojin. Uporabljali so jih v medicinske namene, čeprav niso znali razložiti učinka (Duckett 
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1999; Mohr, 2016). V 17. stoletju je John Parkington v knjigi Theatrum Botanicum opisal 
zdravilni efekt plesni (Zimdahl 2015). Nato približno 200 let ni bilo večjega odkritja. V 19. 
stoletju se je vedno več znanstvenikov in zdravnikov začelo zanimati za plesni z 
antibakterijsko aktivnostjo. Približno 30 let preden je Aleksander Fleming lažno prešel v 
zgodovino kot odkritelj penicilina,  so Ernest Duchesne in mnogi drugi opazili antibakterijsko 
delovanje plesni (Duckett 1999; Karwehl in Stadler 2016).  
Leta 1947 je Waksman izraz "antibiotik" opredelil kot kemično snov, ki jo proizvajajo 
mikroorganizmi in je sposobna zavirati rast bakterij in drugih mikroorganizmov, ali jih celo 
uničiti. Danes ima izraz več pomenov: (1) kemikalija naravnega ali sintetičnega izvora, ki 
zavira rast ali ubije patogene bakterije; (2) katerokoli protimikrobno sredstvo; (3) po 
Waksmanu, omejena na protimikrobne snovi naravnega izvora. V literaturi soobstajajo vse 
omenjene definicije (Mohr, 2016).  
Večina antibiotikov, ki jih danes pogosto uporabljamo, je bilo odkritih v "zlati dobi" 
antibiotikov in so izgubili patentno zaščito (Fernandes, 2006). Nizki stroški in preprost dostop 
so privedli do njihove prekomerne uporabe in zlorabe. Že pred stoletjem so po začetni evforiji 
ugotovili, da bakterije postanejo odporne proti antibiotikom, in danes vemo, da so sposobne 
razviti, pridobiti in razširiti številne determinante odpornosti proti antibiotikom. Opažamo 
večkratno odporne ubikvitarne mikroorganizme, kot sta E. coli in Staphylococcus aureus. Na 
odpornost proti antibiotikom opozarjajo strokovnjaki vsega sveta (CDC, 2013; PCAST, 2014; 
O’Neill, 2016). Velika farmacevtska podjetja so svoja sredstva preusmerila v razvoj zdravil 
za kronične bolezni, kjer zdravila lahko dosežejo visoko ceno. Odkrivanje in razvoj 
antibiotikov je tako prepuščeno malim zagonskim biotehnološkim podjetjem (Fernandes in 
Martens, 2017).  
2. 8. 1  Pogosteje uporabljeni antibiotiki in razvoj odpornosti  
V klinični praksi uporabljamo predvsem dve skupini antibiotikov, β-laktame in 
fluorokinolone. β-laktamski antibiotiki so bistveni pri zdravljenju bakterijskih okužb. Številne 
predstavnike (peniciline, cefalosporine, monobaktame in karbapeneme) uporabljamo tako v 
bolnišnicah kot zunaj nje (Kresse in sod., 2007). Delujejo tako, da inhibirajo sintezo 
bakterijske celične stene (Madigan in Martinko, 2006.). Fluorokinoloni (npr. nalidiksična 
kislina, ciprofloksacin) so zelo pogosto uporabljeni antibiotiki širokega spektra. Gre za 
sintetično skupino protimikrobnih učinkovin, ki zavirajo delovanje topoizomeraz (Goldstein, 
1995; Uchida in sod., 2010). Poleg β-laktamov in fluorokinolonov velja omeniti še 
tetracikline, ki poleg širokega spektra bakterij delujejo tudi proti protozojem (Nelson in Levy, 
2011; Grossman, 2016).  
Raziskovalci menijo, da je verjetno najpomembnejša ekološka vloga naravnih antibiotikov 
inhibicija kompetitorjev. Mikroorganizmi, ki izdelujejo antibiotike, so proti njim odporni 
(Martinez in Rojo, 2011). Število bakterijskih sevov, odpornih proti antibiotikom zadnjih pet 
desetletij narašča. Na začetku so opisovali predvsem odpornost proti ampicilinu, trimetoprimu 
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in tetraciklinu. Danes so različni bakterijski sevi odporni proti številnim antibiotikom. Glavni 
vzrok odpornosti bakterij proti β-laktamskim antibiotikom so encimi β-laktamaze, ki jih 
izločajo odporne bakterije. Zaradi mutacij je nastalo mnogo različic encimov TEM, SHV in 
OXA. Ti so imeli spremenjeno oziroma povečano hidrolizno aktivnost za cefalosporine 3. in 
4. generacije, prav tako pa tudi za monobaktame. Poimenovali so jih betalaktamaze z 
razširjenim spektrom delovanja ‒ encimi ESBL (angl. Extended-spectrum-beta-lactamase) 
(Bonnet, 2004; Pitout in sod., 2005).  
Kljub ogromnemu napredku na področju biomedicine in biotehnologije ostajajo β-laktamaze 
še vedno velika grožnja za zdravje ljudi (Hauck in sod. 2016). Proti vsakemu novemu razredu 
antibiotikov bakterije kmalu razvijejo odpornost. Hitra evolucija β-laktamaz, zlasti 
karbapenemaz povzoča, da antibiotiki kmalu po uveljavitvi v klinični praksi niso več 
učinkoviti (Bush, 2014; Drawz and Bonomo 2010).  
2. 8. 2  Vpliv antibiotikov na črevesno mikrobioto 
Antibiotiki so sposobni spremeniti črevesno mikrobioto iz stabilnega v delno stabilno ali 
alternativno stabilno stanje, ki lahko postane odporno proti zunanjim vplivom (Jernberg in 
sod., 2007; Dethlefsen in sod., 2008). Poleg nižje diverzitete se disbioza, povzročena z 
antibiotiki, običajno kaže v nižjem odstotku debel Firmicutes in Bacteroidetes ter porast 
predstavnikov iz družine Enterobacteriaceae (Dethlefsen in sod., 2011; Jernberg  in sod., 
2007; Sullivan in sod., 2003; Yin in sod., 2015; Pallav in sod., 2014; Stewardson in sod., 
2015). Disbioza poveča možnost za razrast patogenih sevov, kot je Clostridium difficile in 
proti antibiotikom odpornih patogenih sevov, kot je proti vankomicinu odporen Enterococcus 
in drugi (Schubert in sod., 2015; Buffie in sod., 2013).  
Že kratkotrajna uporaba antibiotika, zlasti v prvih dveh leti otroštva, lahko privede do 
dolgotrajnih sprememb v črevesni mikrobioti in posledično do spremenjene interakcije z 
gostiteljem (Vangay in sod., 2015). Črevesna disbioza spodbuja horizontalne prenose genov, 
ki posredujejo odpornost proti antibiotikom in tako žene evolucijo patogenov, ki so odporni 
proti antibiotikom in sposobni razširjati gene odpornosti (Stecher in sod., 2013). Kljub znanim 
dejstvom je zaskrbljujoče, da so antibiotiki med najbolj prodajanimi zdravili in predpisovanje 
receptov novih antibiotikov širokega spektra delovanja narašča (Kern in sod., 2014).  
Učinki antibiotikov, ki motijo sestavo mikrobiote se lahko pojavijo neposredno ali posredno, 
saj se antibiotiki širokega spektra delovanja usmerjajo tudi na sorodne nepatogene seve, kar 
ima za posledico porast nekaterih taksonov in zvišano raven odpornih sevov (Jernberg  in sod., 
2007; Jakobsson in sod., 2010). Učinki antibiotikov niso omejeni na njihov protimikrobni 
spekter. Zaradi soodvisnosti bakterij, na primer metabolne poti, nekateri sevi ne morejo 
učinkovito rasti brez prisotnosti drugih sevov. Kateri dejavniki vplivajo na obnovitev črevesne 
mikrobiote po antibiotični terapiji ali prehod v alternativno stabilno stanje, ni znano. Odzivi 
na zdravljenje z antibiotiki širokega spektra so zelo individualizirani in se po večkratni 
izpostavljenosti lahko celo razlikujejo (Dethlefsen in sod., 2011).  
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2. 8. 3  Antibiotiki in nosečnost 
Približno ena od štirih žensk med nosečnostjo uživa antibiotike. Pri nosečnicah predstavljajo 
antibiotiki skoraj 80 odstotkov zdravil na recept (Heikkila in sod., 1993; Santos in sod., 2010; 
de Jonge in sod., 2014; Bookstave in sod., 2015).   
Uživanje antibiotikov med nosečnostjo so povezali s prirojenimi nepravilnosti otroka in tudi 
s spremembami otrokove črevesne mikrobiote, s pojavom astme, atopijskim dermatitisom ter 
debelostjo (Thomas in sod., 2003; Jedrychowski in sod., 2006; Stensballe in sod., 2013; Lapin 
in sod., 2015; Mueller in sod., 2015). Ocenjujejo, da imamo za zgolj 10 odstotkov zdravil, ki 
so na trgu od leta 1980, dovolj podatkov, povezanih z varno in učinkovito uporabo v 
nosečnosti (Adam in sod., 2011). Na splošno veljajo v nosečnosti za varne in učinkovite 
antibiotike β-laktami, vankomicin, nitrofurantoin, metronidazol, klindamicin in fosfomicin. 
Fluorokinoloni in tetraciklini se v nosečnosti praviloma ne predpisujejo (Chow in sod., 1985; 
Pacifici in sod., 1995; Briggs, 2014).    
Fiziološke spremembe v nosečnosti vodijo do povečanja hitrosti glomerulne filtracije, 
povečanja celotne telesne prostornine in povečanje srčnega utripa. Te spremembe lahko 
privedejo do farmakokinetičnih sprememb antibiotikov, ki zahtevajo prilagajanje odmerka in 
skrbno spremljanje nosečnice  (Frederiksen in sod. 2001; Anderson in sod. 2005; Costantine 
in sod. 2014).  
2. 8. 4  Antibiotiki in pridobivanje telesne mase 
Antibiotike že več desetletij uporabljajo za izboljšanje učinkovitosti hranjenja in spodbujanje 
rasti pri živalih za proizvodnjo hrane. Uporabljajo se različne skupine, vključno z makrolidi, 
tetraciklinom in penicilinom. To nakazuje, da porast telesne mase, ki je inducirana z 
antibiotiki, ni posledica specifičnega učinka posameznega antibiotika (Butaye in sod., 2003; 
Angelakis in sod., 2013).   
Antibiotiki se uporabljajo tudi kot terapevtski način za zviševanje telesne mase pri 
podhranjenih ljudeh. Na primer amoksicilin so povezali s povečanjem telesne mase pri 
malavijskih otrocih s podhranjenostjo. Povezavo so pripisali predvsem preprečevanju 
številnih klinično pomembnih okužb, zlasti spontane bakteremije, povzročene s prehodom 
patogenih mikroorganizmov skozi površine sluznice (Trehan in sod. 2013; Lange in sod., 
2016). Ta pogost zaplet pri podhranjenih otrocih lahko omejimo s spreminjanjem črevesne 
mikrobiote in stabilizacijo črevesne pregrade (Berkley in sod., 2005). Podobna opažanja so 
objavili v povezavi z antibiotičnim zdravljenjem cistične fibroze (Southern in sod., 2012), 
okužbe s Helicobacter pylori (Lane in sod., 2011) in pri zdravljenju endokarditisa (Thuny in 
sod., 2010).   
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3  MATERIAL IN METODE 
3. 1.  MATERIAL 
3. 1. 1  Bakterijski sevi in plazmidi 
V preglednici 1 so povzeti bakterijski sevi in plazmidi, ki smo jih uporabljali. 
Preglednica 1: Bakterijski sevi in plazmidi, uporabljeni v študijah proteina ClbS.  
Podana so imena sevov oziroma plazmidov in opisi glavnih značilnosti. Naveden je tudi vir.  
Table 1: Bacterial strains and plasmids used in ClbS protein studies.  
The names of the strain or plasmid and the descriptions of the main characteristics are given. The source 
is also cited.   
Bakterijski  sev/ 
plazmid 
Opis Vir 
DH5α DE3 Gostitelj za ekspresijo proteinov z bakteriofagom lambda DE3. 
Thermo Fisher 
Scientific 
E. coli BL21 DE3 Gostitelj za ekspresijo proteinov z bakteriofagom DE3, CmR. 
Thermo Fisher 
Scientific 
BAC pks+ Umetni bakterijski kromosom, vir gena clbS. 
Nougayrède in sod., 
2006 
pUSP4 Plazmid, vir gena usp, ApR. Nipič in sod., 2013 
pET8c 
Ekspresijski vektor s promotorjem T7, z N-terminalnim  
heksahistidinskim repkom in mestom za cepljenje z encimom trombin. 
Novagen 
pCLB-his Ekspresijski vektor pET8c z genom clbS. Ta študija 
pLysS Plazmid pLys z odstranjenim genom za lizocim, CmR. 
Thermo Fisher 
Scientific 
pLCUBI Plazmid pLysS z genoma clbS in usp, CmR in ApR. Ta študija 
pLUBI Plazmid pLysS z genom usp, CmR in ApR. Ta študija 
pSC201 Plazmid z gensko fuzijo recA::gfp. KnR. Ronen in sod., 2002 
3. 1. 2  Gojišča 
3. 1. 2. 1  Tekoča in trdna gojišča 
Za pripravo tekočih gojišč LB in BHI smo ustrezno količino gojišča (preglednica 2) zmešali 
v 1 l destilirane vode in sterilizirali s 15 minutnim avtoklaviranjem pri 121 °C. Za pripravo 
trdnega gojišča smo pred avtoklaviranjem dodali še 15 g/l agarja. Za pripravo gojišč 
MacConkey in UriSelect smo natehtali ustrezno količino zmesi z že dodanim agarjem in 
avtoklavirali 15 min pri 121 °C.  
Molan K. Črevesna mikrobiota nosečnic z gestacijskim diabetesom in pojav makrosomije. 




Preglednica 2: Sestava uporabljenih gojišč. 
Poleg imena gojišča so navedene mase posamezne sestavine gojišča v g in skupna masa zmesi gojišča v g, 
ki smo ga resuspendirali v 1 l dH2O.  
Table 2: The composition of the growth media used.    
In addition to the name of the medium, the weights of the individual media components in g and the total 
weight of the medium mixture in g, which was resuspended in 1 l dH2O, are given. 
Gojišče Sestava gojišča g/l dH2O g/l dH2O 
LB (Luria-Bertani) 10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt 25,0 
BHI 
(Brain Heart Infusion) 
17,5 g trdni ekstrakt prašičjih možganov in src, 10 g 
peptokompleks, 2 g glukoza, 5 g NaCl, 2,5 g Na2HPO4 
37,0 
MacConkey 
17 g ekstrakt trebušne slinavke, 3 g peptoni, 10 g laktoza 
monohidrat, 1,5 g žolčne soli, 5 g NaCl, 0,003 g 
nevtralno rdeče, 0,001 g kristal vijolično, 13,5 g agar 
50,0 
UriSelect 
21 g zmes peptonov, 20 g SiO2, < 1 g kromogena zmes, 
1 g triptofan, 16 g agar 
56,8 
3. 1. 2. 2  Tekoča in trdna gojišča z dodanimi antibiotiki 
Za pripravo tekočih in trdnih gojišč (dodan agar) smo ustrezno količino gojišča (preglednica 
2) zmešali v 1 l destilirane vode in sterilizirali s 15 minutnim avtoklaviranjem pri 121 °C. Po 
avtoklaviranju smo dodali antibiotike v ustrezni delovni koncentraciji (preglednica 3).   
Preglednica 3: Koncentracije uporabljenih antibiotikov.  
Poleg imena uporabljenega antibiotika je podana tudi kratica ter uporabljena koncentracija v gojišču 
(delovna koncentracija).  
Table 3: Concentrations of antibiotics used.  
In addition to the name of the antibiotic used, the abbreviation and the concentration used in the culture 
medium (working concentration) are given. 
Antibiotik Delovna koncentracija (µg/ml) 
Ampicilin (Ap) 110 
Kloramfenikol (Cm) 25 
Kanamicin (Kn) 50 
Tetraciklin (Tc) 12,5 
Trimetoprim (Tp) 10 
Cefotaksim (Ctx) 2 
Nalidiksična kislina (Nal) 25 
Ciprofloksacin (Cip) 1,3 
3. 1. 3  Kemikalije 
agaroza Ni-NTA       Qiagen, ZDA 
absolutni alkohol      Merck, Nemčija 
agaroza       Sigma, ZDA; Roth, Nemčija 
ampicilin       Sigma, ZDA 
Baza Tris       Sigma, ZDA 
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borova kislina      Sigma, ZDA 
BSA        Pierce, ZDA 
β-merkaptoetanol       Merck, Nemčija; Sigma, ZDA 
CaCl2        Merck, Nemčija 
ciprofloksacin      Fluka, Švica  
cefotaksim      Sigma, ZDA 
DNA virusa Lambda      Fermentas, Litva 
ditiotreitol (DTT)      Sigma, ZDA 
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA)   Sigma, ZDA 
EDTA, 0,5 M, pH 8,0     Invitrogen Life Technologies, ZDA 
etanol 96-odstotni      Merck, Nemčija; Kefo, Slovenija 
etidijev bromid     Sigma, ZDA 
glicerol       Sigma, ZDA 
glukoza       Kemika, Hrvaška 
Hepes        Sigma, ZDA 
HCl        Merck, Nemčija 
HCl 1 N       Fluka, Švica 
imidazol       Sigma, ZDA 
IPTG        Roth, Nemčija 
izopropanol       Merck, Nemčija, 
kanamicin       Roth, Nemčija 
KCl        Merck, Nemčija 
kloramfenikol      Sigma, ZDA 
kloroform       Merck, Nemčija 
LB        Sigma, ZDA; Roth, Nemčija 
MgCl2       Fermentas, Litva; Merck, Nemčija 
MgSO4       Merck, Nemčija 
NaCl        Merck, Nemčija 
NaOH        Merck, Nemčija 
NaDS        Sigma, ZDA 
Na2HPO4       Merck, Nemčija 
nalidiksična kislina      Sigma, ZDA 
SOB        Roth, Nemčija 
TCA        Merck, Nemčija 
trimetoprim      Sigma, ZDA ž 
Tris-HCl        Sigma, ZDA 
Tris-EDTA pufer (100 ×)     Sigma, ZDA 
Triton-X        Sigma, ZDA 
Tween-20        Sigma, ZDA 
voda, brez nukleaz     Qiagen, ZDA; Sigma, ZDA 
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3. 1. 4  Encimi in njihovi reakcijski pufri 
Fast digest (FD) BamHI     Fermentas, Litva 
FD EcoRI       Fermentas, Litva 
FD HindIII       Fermentas, Litva 
MluI        NEW ENGLAND BIOLABS, ZDA 
XhoI        Fermentas, Litva 
FastDigest Green Buffer (10 ×)   Fermentas, Litva 
DNA-ligaza T4      Fermentas, Litva 
pufer za DNA-ligazo T4 Rapid Ligation (5 ×)  Fermentas, Litva 
DNA-polimeraza Taq Master Mix (2 ×)   Fermentas, Litva 
DNA-polimeraza DreamTaq DreamTaq   Fermentas, Litva 
Green PCR Master Mix (2 ×)   Fermentas, Litva  
Proteinaza K       STRATEC Molecular GmbH, Nemčija  
DNaza I       Pierce Biotechnology, ZDA 
3. 1. 5  Raztopine 
V preglednici 4 so povzete raztopine, ki smo jih uporabljali v tej nalogi. 
Preglednica 4: Raztopine, ki smo jih uporabili pri posamezni metodi. 
Podano je ime metode. V kolikor smo raztopino pripravili, je podana sestava. V primeru, da smo jo kupili, 
je podan proizvajalec.  
Table 4: The solutions used in each method.  
The name of the method is given. If the solution was prepared, the composition is given. In case we 
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TBE (10 ×): 0,9 M Tris-borat, 20 mM EDTA 
Etidijev bromid (10 mg/ml) 
DNA nanašalni pufer (6 ×): 0,25-odstotno bromfenol modro (m/v), 30-odstotni 
(m/v), glicerol, 60 mM EDTA 





PageBlue Protein Staining Solution 
Elektroforezni pufer NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20 ×) (Invitrogen) 
Nanašalni pufer NuPAGE® LDS Sample Buffer (4 ×) (Invitrogen) 
Lestvica molekulske mase proteinov PageRuler Prestained Protein Ladder 
(Fermentas) 




0,1 M CaCl2 
Raztopina za shranjevanje kompetentnih celic: 10 mM Tris (pH 7,0), 50 mM 





20 mM Tris (pH 7,4) 
140 mM NaCl 
2 mM DTT 
0,005-odstotni surfaktant P20 




Pufer za lizo: 50 mM fosfatni pufer (pH 8,0), 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 
20 mM merkaptoetanol, 10 µg/ml DNaza I, 20 µg/ml RNaza A, 1 mg/ml 
lizocim, 1 mM benzamidin, 2 µl/ml PEFABLOC 
Pufer za spiranje nevezanih proteinov: 50 mM fosfatni pufer (pH 8,0), 300 mM 
NaCl, 20 mM imidazol, 20 mM merkaptoetanol 
Pufer za elucijo vezanih proteinov: 50 mM fosfatni pufer (pH 8,0), 300 mM 
NaCl, 300 mM imidazol, 20 mM merkaptoetanol 
Pufer za dializo: 5 mM fosfatni pufer (pH 7,2), 300 mM NaCl 
3. 1. 6  Kompleti 
Komplet za izolacijo metagenomske DNA iz fecesa  
- PSP Spin Stool DNA Kit (STRATEC Molecular GmbH, Nemčija) 
Komplet za izolacijo plazmidne DNA 
- GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Litva) 
- QIAGEN Plasmid Mini Kit (Qiagen, ZDA) 
Komplet za ekstrakcijo DNA iz agaroznega gela 
- GeneJET Gel Extraction Kit (Fermentas, Litva) 
- QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, ZDA) 
Komplet za čiščenje produktov PCR 
- QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, ZDA) 
- GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas, Litva) 
Komplet za kloniranje 
- CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas, Litva) 
Komplet za pomnožitev in očiščenje hipervariabilnih regij gena 16S rRNA 
- Ion 16S TM Metagenomics Kit (Life technologies, Carlsbad, CA, USA) 
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- Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter, Brea, CA, ZDA) 
Komplet za kvantifikacijo pomnožkov PCR gena 16S rRNA 
- HT DNA High Sensitivity Reagent Kit (PerkinElmer, Waltham, MA, ZDA)  
Komplet za pripravo knjižnice 
- Ion Plus Fragment Library Kit (Life tehnologije, Carlsbad, CA, ZDA) 
- Ion Xpress TM Kit (Life technologies, Carlsbad, CA, ZDA), adapterji za črtno kodo 
Komplet za sekvenciranje 
-  Ion 510 ™ & amp; Ion 520 & amp; Ion 530 ™ Kit - Chef (Life technologies, Carlsbad, 
CA, ZDA)  
3. 1. 7  Laboratorijska oprema in drobni material 
Aparat refraktometer Biacore X    GE Healthcare, Švedska 
Aparatura za elektroforezo 2301 Macrodrive 1  LKB Bromma, Švedska 
Aparatura za PCR Biometra UNO II   Biometra, Nemčija 
Aparatura za PCR GeneAmp PCR System 2400  Perkin Elmer, Kanada 
Aparatura za PCR MyCycler Thermal Cycler  BioRad, ZDA 
Avtomatske pipete      Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Rotanta 460R     Hettich AG, Švica 
Centrifuga Sorvall RC-2B     Sorvall Products, ZDA 
Čitalec mikrotitrskih plošč Spectra MR   DYNEX 
Dializne celulozne vrečke MWCO 12-14K   Spectrum Laboratories, ZDA 
Dializne celulozne vrečke MWCO 3500   Spectrum Laboratories, ZDA 
Elektronske pipete     Biohit, Finska) 
Ion 350 TM      Life technologies, Carlsbad, CA, ZDA 
Ion S5 TM  Life technologies, Carlsbad, CA, ZDA  
LabChip® GX Touch TM     PerkinElmer, Waltham, MA, ZDA 
Zeiss AxioImager Z1     Zeiss, Nemčija 
Waters HPLC 2965     Waters, Milleford, ZDA 
Mikrotitrska ploščica s 96-jamicami   Greiner bio-one, Nemčija 
NaDS NuPage 12 odstotni Bis-TRIS gel  Invitrogen Life Technologies, ZDA 
Namizna centrifuga Eppendorf 5415R  Eppendorf, Nemčija 
Namizna centrifuga Eppendorf 5424   Eppendorf, Nemčija 
Plate       Applied Biosystems, ZDA 
Rotirajoče kolo 
Sistem za dokumentiranje gelov G:BOX Chemi  SYNGENE, Velika Britanija 
Sistem za NaDS-PAGE elektroforezo   Invitrogen Life 
Spektrofotometer NanoDrop ND-1000   Thermo Scientific, ZDA 
Spektrofotometer UV/VIS Spectrometer Lambda  Perkin Elmer, Kanada 
Streptavidinski senzorni čip SA   GE Healthcare, Švedska 
Stresalna kopel The Belly Dancer   Stovall Life Science, ZDA 
Stresalnik Infors HT      Infors HT, Švica 
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Stresalnik Innova 2300    New Brunswick Scientific, USA 
Termoblok Constantemp    Technilab, ZDA 
Termostatirana kopel ISOTEMP 215  Fischer Scientific, ZDA 
Termostatirana kopel LKB 2219 Multitemp II Pharmacia Biotech, ZDA 
Termostatirana kopel Ministat 125-cc   Huber, Nemčija 
Transiluminator UXDT-20ML-15R    Biostep, Nemčija 
Vibracijski stresalnik VIBROMIX 10   Tehtnica, Slovenija  
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3. 2.  METODE 
Pred raziskavo smo pridobili pozitivno mnenje Komisije za medicinsko etiko s številko 0120-
323/2016-2.  
3. 2. 1   Izbor, spremljanje nosečnic ter zbiranje in shranjevanje fecesa 
V sodelovanju s Kliničnim oddelkom za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana smo po spodaj opisanem kriteriju izbrali 
prostovoljke. Vsaka prostovoljka je prispevala dva vzorca fecesa, enega v drugem in enega v 
tretjem trimestru nosečnosti. Vzorce so po navodilih shranile doma. Poleg oddanega vzorca 
fecesa so oddale tudi krajšo anketo o bivalnem okolju in opredelile nekaj pomembnih 
dejavnikov, ki vplivajo na črevesno mikrobioto v vzorcu oddanega fecesa (priloga A). Po 
največ 48 urah od odvzema fecesa smo vzorce pobrali in jih z ustreznim transportom (led) 
prenesli v laboratorij na Biotehniški fakulteti, kjer smo jih alikvotirali in shranili pri – 80 °C.  
2. 2. 1. 1 Kriterij za izbor prostovoljk 
Vključevali smo nosečnice z GDM. Glede na telesno maso pred zanositvijo smo nosečnice 
uvrstili v skupino A (normalna telesna masa, indeks telesne mase pred zanositvijo – ITMz od 
8,5 do 24,95 kg/m2) ali v skupino B (povišana telesna masa in debelost pred zanositvijo, ITMz 
enak ali večji od 25 kg/m2). Nadalje smo oblikovali še dve podskupini, nosečnice z GDM, ki 
so med nosečnostjo prejemale antibiotike, in tiste, ki jih niso prejemale. Nosečnice, vključene 
v raziskavo, vsaj pol leta pred zanositvijo niso prejemale antibiotikov.  
2. 2. 1. 2 Spremljanje nosečnic, preiskave in edukacije 
Na kliničnem oddelku za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni Univerzitetnega 
kliničnega centra Ljubljana so vsako nosečnico klinično pregledali (merjenje telesne višine, 
krvnega tlaka, srčne frekvence) in pridobili anamnezo. Pridobili so podatke o porodni masi 
nosečnice in partnerja ter partnerjevo sedanjo telesno maso in višino. Vsaka nosečnica je 
opravila oralni glukozno tolerančni test. Določilo se je štiri frakcijski lipidogram, indeks 
HOMA za oceno inzulinske rezistence, krvno skupino, hemogram in hepatogram. Vsebnost 
glukoze in glikiranega hemoglobina se je določalo ob ambulantnem pregledu na 3 do 4 tedne, 
doma pa so vse nosečnice dnevno izvajale meritve glukoze na tešče in po glavnih obrokih.  
Opravili so tudi analizo prehranjevanja pred in med nosečnostjo (priloga B in C). Nosečnice 
so imele edukacije o zdravi prehrani med nosečnostjo in o samokontroli glukoze. 
Hiperglikemijo so zdravili in hkrati spremljali uživanje zdravil OTC (angl. over-the-counter) 
ter eventualne druge predpisane terapije v skladu s smernicami za obravnavo GDM (Tomažič 
in Sketelj, 2016).   
Molan K. Črevesna mikrobiota nosečnic z gestacijskim diabetesom in pojav makrosomije. 




Rast plodu so spremljali z ultrazvokom v 2. in 3. trimestru. Spremljali so porast mase 
nosečnice med nosečnostjo in krvni tlak. Pridobljene rezultate analiz in preiskav smo vključili 
v statistične analize.  
Po porodu so vsako prostovoljko pregledali in povzeli podatke o otroku ob rojstvu 
(makrosomija DA ali NE). V naši raziskavi smo makrosomijo definirali kot porodno maso 
otroka nad 90. percentilo za gestacijsko starost – torej LGA, v slovenski populaciji.  
3. 2. 2   Sekvenciranje nove generacije (NGS) 
3. 2. 2. 1   Izolacija celokupne bakterijske DNA iz vzorcev fecesa 
Celokupno bakterijsko DNA smo po navodilih proizvajalca izolirali s kompletom PSP Spin 
Stool DNA Kit (STRATEC Molecular GmbH). Začetna masa vzorca je bila 200 mg.  
3. 2. 2. 2   Priprava knjižnice in sekvenciranje 
Za pripravo knjižnic smo uporabili celokupne bakterijske DNA z začetnimi koncentracijami  
3 ng (kvantifikacija s Qubit). Z uporabo komercialnega kompleta Ion 16S TM Metagenomics 
Kit (Life technologies, Carlsbad, CA, USA) smo v dveh reakcijah PCR (regije V2-4-8 in V3-
6, 7-9) po navodilih proizvajalca pomnožili 16S hipervariabilne regije DNA. Amplikone smo 
očistili z uporabo kompleta Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter, Brea, CA, ZDA) 
in očiščene produkte PCR s kompletom HT DNA High Sensitivity Reagent Kit (PerkinElmer, 
Waltham, MA, ZDA) kvantificirali z instrumentom LabChip® GX Touch TM (PerkinElmer, 
Waltham, MA, ZDA). S kompletom Ion Plus Fragment Library Kit (Life tehnologije, 
Carlsbad, CA, ZDA) in z adapterji za črtno kodo Ion Xpress TM Kit (Life technologies, 
Carlsbad, CA, ZDA) smo po navodilih proizvajalca pripravili knjižnice. Z uporabo 
instrumenta Ion Chef ™ in kompleta Ion 510 ™ & amp; Ion 520 & amp; Ion 530 ™ Kit-Chef 
(Life technologies, Carlsbad, CA, ZDA) smo po navodilih proizvajalca vzorce pripravili in 
naložili na čip Ion 350 TM (Life technologies, Carlsbad, CA, ZDA). Sekvenciranje smo 
izvedli s sistemom Ion S5 TM (Life technologies, Carlsbad, CA, ZDA).  
3. 2. 2. 3   Obdelava zaporedij 
Analiza zaporedij je potekala z uporabo oblačne storitve Ion Reporter TM Software v 5.10. α-
diverziteta je bila določena z indeksom Chao1, ki primarno izračuna oziroma določi število 
taksonov (taxa) ter indeksoma Shannon in Simpson, ki predstavljata diverziteto in 
razporeditev taksonov. Razlike v beta diverziteti so prikazane z razdaljami Bray-Curtis.    
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3. 2. 3   Ekstrakcija KMK iz fecesa in detekcija s HPLC 
3. 2. 5. 1   Ekstrakcija KMK iz fecesa 
200 mg fecesa smo resuspendirali v 1 ml 70 % etanola in premešali na vibracijskem 
mešalniku. Suspenzijo fecesa smo centrifugirali pri 20 °C, 3000 × g, 10 min. Supernatant smo 
prenesli v svežo mikrocentrifugirko in ga shranili pri – 80 °C do derivatizacije.   
3. 2. 5. 2   Priprava vzorca za analizo s HPLC 
Za detekcijo KMK s HPLC je potrebno KMK derivatizirati v produkt, ki ga HPLC lahko 
zazna. Sledili smo protokolu Torii in sod., 2010. 300 µl supernatanta smo dodali 50 µl 
internega standarda (2-ethylbutirat, proizvajalec), 300 µl piridina (Reagent 1), 300 µl 1-EDC-
HCl (Reagent 2, 250 mmol/l) in 300 µl 2-NPH-HCl (Reagent 3, 20 mmol/l) ter inkubirali 20 
min pri 60 °C. Po končani inkubaciji smo dodali 200 µl raztopine kalijev hidroksid/metanol 
80/20 (Reagent 4) in ponovno inkubirali pri 60 °C 20 min. Po ohladitvi smo dodali 3 ml 0,5 
M fosforne kisline (Reagent 5) in 4 ml etra ter 3 min mešali ter centrifugirali pri 7000 × g, 15 
min. Zgornjo etrsko fazo smo prenesli v svežo centrifugirko, dodali 4 ml destilirane vode, 
mešali 3 min in ponovno centrifugirali. Etrsko fazo smo prenesli v svežo centrifugirko. 1 ml 
smo prepihali z dušikom in nastali hidrazid resuspendirali v 1 ml metanola ter shranili pri – 
80 °C.   
Na enak način smo pripravili raztopine treh standardov (acetat, propionat, butirat). 
3. 2. 5. 3   Analiza KMK s HPLC 
Metodo HPLC smo uporabili za ločevanje hidrazidov KMK in določanje koncentracij acetata, 
propionata in butirata v derivatiziranih oblikah.  
Pripravili smo standarde 99-odstotnih raztopin acetata, propionata in butirata v koncentracijah 
314,7 mg/ml za acetat, 285,6 mg/ml za butirat in 296,1 mg/ml za propionat.  
Analize smo izvedli s sistemom Waters HPLC 2965 (Waters, Milleford, ZDA), opremljenim 
s kvarterno črpalko, avtomatiziranim vzorčevalnikom ter fotodiodnim detektorjem. Detekcija 
derivatov acetata, propionata in butirata je potekala spektrofotometrično pri valovni dolžini 
400 nm pri konstantni sestavi eluenta (izokratični pogoji).  
Uporabili smo kolono Kinetex C18 HPLC in gradient dveh mobilnih faz (A in B). Mobilno 
fazo A je predstavljala 0,1-odstotna triluoroocetna kislina in B acetonitril-metanol-voda v 
razmerju 30:16:54 (pH 4,5 umerjen z 0,1-odstotno trifluoroocetno kislino). Temperatura 
kolone je bila 50 °C in pretok mobilne faze 1,1 ml/min. Injicirali smo po 30 µl posamičnega 
standarda in vzorca z neznano koncentracijo KMK.  
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3. 2. 4   Priprava zbirke E. coli in fenotipizacija odpornosti proti antibiotikom 
3. 2. 4. 1  Izolacija in identifikacija E. coli 
Z metodo aerobnega gojenja bakterij in osamitvijo v čisti kulturi smo iz fecesa pred 
zamrznitvijo izolirali seve enterobakterije E. coli. V 1 ml fiziološke raztopine smo 
resuspendirali 150 ± 2 mg fecesa in 100 µl prenesli na gojišča MacConkey. Po izolaciji v čisti 
kulturi smo bakterije precepili na gojišča Uriselect. Fenotipsko ustrezne kolonije smo 
precepili na gojišča LB. 
3. 2. 4. 2  Priprava bakterijskega lizata in izločanje klonalnih izolatov E. coli (ERIC-PCR) 
V 200 µl destilirane vode smo resuspendirali polno cepilno zanko bakterij in jih segrevali 10 
minut v vreli vodi ter nadalje centrifugirali pri 6000 × g, sobna T. Supernatant (bakterijski 
lizat) smo prenesli v svežo mikrocentrifugirko in ga uporabili kot matrično DNA v reakcijah 
PCR. Za izločanje klonalnih izolatov smo izvedli metodo ERIC-PCR (Versalović, 1991). 
Začetni oligonukleotidi in razmere pomnoževanja so podani v preglednici 5. Po pregledu 
profilov pomnožkov PCR na agaroznem gelu smo izločili klonalne izolate E. coli. Neklonalne 
izolate smo shranili v raztopini 15-odstotnega glicerola pri – 80 °C.  
3. 2. 4. 3  Fenotipsko iskanje odpornosti proti antibiotikom zbirke E. coli  
Izolate E. coli smo nacepili na gojišča LB z dodanimi antibiotiki ampicilin, ciprofloksacin, 
nalidiksična kislina, ciprofloksacin, tetraciklin in trimetoprim (delovne koncentracije v 
preglednici 2). Plošče smo gojili pri 37 °C preko noči. Naslednji dan smo odčitali rezultate 
(odsotna ali prisotna rast).  
3. 2. 5  Verižna reakcija s polimerazo (PCR) – genotipizacija zbirke E. coli 
Bakterije E. coli smo uvrstili v filogenetske skupine po Clermontu in jih preverili na prisotnost 
28 virulentnih dejavnikov. Začetni oligonukleotidi in razmere pomnoževanja so podani v 
preglednici 5.   
Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi in razmere za pomnoževanje z reakcijo PCR.   
Podane so oznake genov/fragmentov, razmere pomnoževanja z reakcijo PCR, velikost pomnožka PCR v 
baznih parih (bp) in referenca. 
Table 5: Primers used and conditions for PCR amplification.  





Molan K. Črevesna mikrobiota nosečnic z gestacijskim diabetesom in pojav makrosomije. 





Začetni oligonukleotid  





 PCR (bp) 
Referenca 






94 °C - 4 min 
94 °C - 30 s 
40 °C - 15 s      30× 
72 °C - 5 min 










94 °C - 4,5 min 
94 °C - 30 s 
59 °C - 30 s   30× 
72 °C - 30 s 































94 °C - 4,5 min 
94 °C - 30 s 
59 °C - 30 s      30× 
72 °C - 30 s 








94 °C - 4,5 min 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s   30× 
72 °C - 30 s 



















94 °C - 5 min 
94 °C - 25 s 
52 °C - 40 s    30× 
72 °C - 50 s 





























   se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi in razmere za pomnoževanje z reakcijo PCR.   
Podane so oznake genov/fragmentov, razmere pomnoževanja z reakcijo PCR, velikost pomnožka PCR v 
baznih parih (bp) in referenca. 
Continuing table 5: Primers used and conditions for PCR amplification.  
Gene/fragment names, PCR amplification conditions, amplicon lenght in base pairs (bp) and reference 
are given. 
Gen/fragment DNA 
Začetni oligonukleotid  












94 °C - 10 min 
94 °C - 40 s 
60 °C - 40 s      30× 
72 °C - 1 min 























95 °C - 12 min 
94 °C - 30 s 
63 °C - 30 s     30× 
68 °C - 3 min 









95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s     30× 
72 °C - 45 s 









95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s     30× 
72 °C - 1 min 










95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s     30× 
72 °C - 1 min 











95 °C - 5 min 
94 °C - 60 s 
59 °C - 60 s     30× 
72 °C - 90 s 











95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s     30× 
72 °C - 1 min 












95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
50 °C - 30 s     30× 
72 °C - 30 s 







   se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi in razmere za pomnoževanje z reakcijo PCR.   
Podane so oznake genov/fragmentov, razmere pomnoževanja z reakcijo PCR, velikost pomnožka PCR v 
baznih parih (bp) in referenca. 
Continuing table 5: Primers used and conditions for PCR amplification.  




Začetni oligonukleotid  













95 °C - 5 min 
94 °C - 30s 
55 °C - 30 s     30× 
72 °C - 1 min 
72 °C - 10 min 
387 
Prirejeno 







95 °C - 5 min 
94 °C - 30s 
53 °C - 30 s     30× 
72 °C - 60 s 











95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s     30× 
72 °C - 1 min 












95 °C - 4.5 min 
94 °C - 30 s 
68 °C - 30 s      30 
× 
72 °C - 1 min 










95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s      30 
× 
72 °C - 1 min 











94 °C - 4.5 min 
94 °C - 30 s 
60 °C - 1 min   30 × 
72 °C - 1 min 









95 °C - 4 min 
94 °C - 30 s 
57 °C - 1 min   30 × 
72 °C - 1 min 











95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
50 °C - 30 s     30 × 
72 °C - 30 s 
72 °C - 10 min 
386 
Prirejeno 
po Cirl in 
sod., 2008 
     
  se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi in razmere za pomnoževanje z reakcijo PCR.   
Podane so oznake genov/fragmentov, razmere pomnoževanja z reakcijo PCR, velikost pomnožka PCR v 
baznih parih (bp) in referenca. 
Continuing table 5: Primers used and conditions for PCR amplification.  




Začetni oligonukleotid  












95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s    30 × 
72 °C - 45 s 












95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s      30× 
72 °C - 1 min 























95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
58 °C - 30 s      30× 
72 °C - 1 min 


















95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
60 °C - 30 s      30× 
72 °C - 30 s 













95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
58 °C - 30 s      30 
× 
72 °C - 2 min 












94 °C - 6 min 
94 °C - 50 s 
57 °C - 40 s      30× 
72 °C - 50 s 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi in razmere za pomnoževanje z reakcijo PCR.   
Podane so oznake genov/fragmentov, razmere pomnoževanja z reakcijo PCR, velikost pomnožka PCR v 
baznih parih (bp) in referenca. 
Continuing table 5: Primers used and conditions for PCR amplification.  



















94 °C – 6 min 
94 °C - 1 min 
60 °C - 45 s     30× 
72 °C – 1 min 















95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s 
72 °C - 90 s 
















95 °C - 5 min 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s      30× 
72 °C - 2 min 






a Nukleotidno zaporedje začetnih oligonukleotidov je povzeto iz kompleta ''DEC Primer Mix'' (Statens Serum Institut (SSI) 
Diagnostica, Hillerød, Danska. 
3. 2. 5. 1  Sestava reakcijskih zmesi za PCR 
Za vse reakcije PCR smo uporabili Dream Taq Green PCR Master Mix (ThermoFisher 
Scientific) (0,05 enot/µl Taq DNA polimeraze v reakcijskem pufru: 2 × Dream Taq Green 
buffer, 4 mM MgCl2, 0,4 mM vsakega od dNTPjev (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)). V 
reakcijske zmesi smo poleg 1–2 μl vzorčne bakterijske DNA (lizat) odpipetirali 1 µl vsakega 
od začetnih oligonukleotidov, 12,5 μl PCR Master mixa ter sterilno destilirano vodo do 
skupnega volumna 25 μl.  
Reakcijske zmesi za pomnoževanje odsekov DNA, ki določajo filogenetske (pod)skupine 
(chuA, yjaA in fragment TspE4.C2), smo pripravili tako, da smo sestavili multiplo reakcijo 
PCR. V mikrocentrifugirko ali v jamico mikrotitrske ploščice smo odpipetirali 12,5 μl Master 
mix-a, 1 μl vsakega od začetnih oligonukleotidov (skupno 6 μl), 2 μl bakterijskega lizata in 
4,5 μl sterilne destilirane vode. Na enak način smo pripravili reakcijsko zmes za 
pomnoževanje genov blaTEM, blaSHV in blaOXA.  
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Reakcijske zmesi za pomnoževanje genov vtx1 in vtx2 smo pripravili tako, da smo v 
mikrocentifugirko oziroma v jamice mikrotitrske ploščice odpipetirali 1 μl vsakega od 
začetnih oligonukleotidov (skupno 4 μl), 12,5 μl Master mix-a, 2 μl bakterijskega lizata in 6,5 
μl sterilne destilirane vode. Na enak način smo pripravili reakcijsko zmes za pomnoževanje 
genov fyuA in irp2, zmes za pomnoževanje cdtI/II in zmes za pomnoževanje genov clbA in 
clbQ 
Reakcijsko zmes za določanje skupin CTX-M smo pripravili tako, da smo odpipetirali 1 μl 
vsakega od začetnih oligonukleotidov (skupno 10 μl), 12,5 μl Master mix-a, 2 μl bakterijskega 
lizata in 0,5 μl sterilne destilirane vode. 
Za genske zapise fimH, papGII, papGIII, papC, afa/dr, eae, kpsMTII, ompT, omptAPEC, 
tcpC, iss, traT, aer, sat, vat, tsh, hlyA, hlyen, ibeA, cnf1 in usp smo pripravili reakcije simpleks 
PCR. Odpipetirali smo 12,5 μl Master mix-a, 1 μl vsakega od začetnih oligonukleotidov 
(skupaj 2 µl), 1 μl bakterijskega lizata in 9,5 μl sterilne destilirane vode.  
3. 2. 6  Agarozna gelska elektroforeza 
Pripravili smo gele z 0,8–2 odstotki agaroze. Agarozo smo raztopili v 30‒150 ml pufra 1 × 
TBE in jo segrevali v mikrovalovni pečici. Ohlajenemu gelu smo dodali etidijev bromid v 
končni koncentraciji 0,5 μg/ml in ga prenesli v pripravljen nosilec z vstavljenimi glavniki za 
jamice. Iz strjenega gela smo odstranili glavničke in nosilec prestavili v elektroforezno banjico 
s pufrom 1 × TBE.    
V prvo in/ali zadnjo jamico smo nanesli standardno lestvico linearnih fragmentov DNA. V 
ostale jamice smo nanesli od 2‒5 μl pomnožka PCR. Elektroforezno banjico smo priključili 
na vir električne napetosti in po končani elektroforezi gel presvetlili z UV svetlobo valovne 
dolžine 302 nm in ga slikali.  
Pri delu smo uporabljali standardne lestvice DNA: 
- 50 bp DNA Ladder #SM0371, pri kateri zasledimo fragmente sledeče velikosti (v 
baznih parih): 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100, 50; 
- 100 bp DNA Ladder #SM0241/2/3, pri kateri  zasledimo  fragmente sledeče velikosti 
(v baznih parih): 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100; 
- 1 kb DNA Ladder #SM0311/2/3, pri kateri zasledimo fragmente sledeče velikosti (v 
baznih parih): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 
750, 500, 250; 
- 1 kb Plus DNA Ladder #SM1331/2/3, pri kateri zasledimo fragmente sledeče velikosti 
(v baznih parih): 20000, 10000, 7000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 700, 500, 
400, 300, 200, 75. 
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3. 2. 7  Priprava gena clbS in plazmida pET8c  
3. 2. 7. 1  Pomnoževanje gena clbS z reakcijo PCR 
Z začetnima oligonukleotidoma (preglednica 6) z dodanima restrikcijskima mestoma BamHI 
in MluI smo pomnožili gen clbS. Kot matrično DNA smo uporabili plazmid BAC pks+ 
(Nougayrède in sod., 2006). Uspešnost pomnoževanja smo preverili na 1-odstotnem 
agaroznem gelu.  
Preglednica 6: Uporabljeni začetni oligonukleotidi, razmere pomnoževanja in velikost pomnožka clbS.  













ClbS - F  
GGATCCGCTGTTCCATCATCAAAAGAAGAG 
95 °C 5 min 
94 °C 30 s 
55 °C 30 s  30x 
72 °C 30 s 
72 °C 7 min 
550 ClbS - R  
TACGCGTTATTCTGCAAGACATTTCTGCAG 
3. 2. 3. 5. 1  Restrikcija pomnožka PCR in vektorja pET8c ter ligacija  
Pomnožek PCR smo očistili s kompletom GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas). 
Očiščen produkt PCR smo rezali z restrikcijskima endonukleazama BamHI in MluI. Z istima 
encimoma smo rezali plazmid pET8c. Restrikcijski zmesi sta podani v preglednici 5. Rezan 
pomnožek PCR smo očistili s kompletom GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas). 
Restrikcijsko zmes z rezanim pET8c smo nanesli na 0,9-odstotni agarozni gel in po končani 
elektroforezi iz gela izrezali fragment ustrezne velikosti ter ga očistili s kompletom QIAquick 
Gel Extraction Kit (Qiagen). 
Preglednica 7: Sestava restrikcijskih zmesi za pripravo pomnožka PCR in plazmida pET8c.    
Table 7: Composition of restriction mixtures for preparation of PCR amplicon and pET8c plasmid. 
Pomnožek PCR ali pET8C 2 µl 
BamHI  0,5 µl 
FD MluI 0,5 µl 
10× pufer FastDigest Green 1 µl 
dH2O 6 µl 
Skupaj 10 µl 
Ligacija produkta PCR gena clbS v vektor pET8c je potekala pri 22 °C 20 min. Ligacijska 
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Preglednica 8: Ligacijska zmes za pripravo pCLB-his. 
Table 8: Ligation mix for pCLB-his preparation. 
Rezan produkt PCR  5 µl 
Lineariziran pET8c 2,5 µl 
DNA ligaza T4 0,5 µl 
Pufer 5x rapid ligation 2 µl 
Skupaj 10 µl 
Ligacijsko zmes smo transformirali v sev DH5α DE3.  Plazmid pCLB-his  smo uporabili za 
izolacijo proteina ClbS in za pripravo vektorjev, ki smo jih uporabili za študije in vivo.  
3. 2. 8  Priprava plazmidov za študije in vivo  
Za ogrodje smo uporabili plazmid pLysS, ki je v celicah v majhnem številu izvodov. Plazmid 
smo rezali tako, da je ogrodje vsebovalo le replikacijsko regijo in gen za odpornosti proti 
kloramfenikolu. Ogrodju pLysS smo dodali gen clbS, ki smo ga izrezali skupaj s promotorjem 
bakteriofaga T7 in genom za odpornost proti kloramfenikolu iz pCLB-his. Plazmid smo 
poimenovali pLysSclbS. Iz plazmida pUSP4 smo rezali gen usp skupaj s promotorjem T7 in 
genom odpornosti proti ampicilinu in ga ligirali/klonirali s pLysSclbS. Sestavljen plazmid 
smo poimenovali pLCUBI. Nadalje smo izrezali gen clbS in nastali plazmid poimenovali 
pLUBI (preglednica 1). Ligacijske zmesi smo transformirali v BL21 DE3. Preko noči gojeni 
kulturi smo shranili pri – 80 °C in ju uporabili v študijah in vivo.  
Iz preko nočne kulture BL21 pLysS smo s kompletom QIAGEN Plasmid Mini Kit (Qiagen, 
ZDA) izolirali plazmid pLysS in ga rezali. Po restrikciji (restrikcijska zmes podana v 
preglednici 9)  smo zmes nanesli na 0,9-odstotni agarozni gel in po končani ločitvi iz gela 
izrezali fragment velikosti 3457 bp. Fragment smo očistili s kompletom QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen).     
Preglednica 9: Restrikcijska zmes za pripravo pLysS.   
Table 9: Restriction mixture for the preparation of pLysS.  
pLysS 10 µl 
NruI 1 µl 
FD EcoRV 1 µl 
10× pufer FastDigest Green 5 µl 
dH2O  33 µl 
Skupaj 50 µl 
Iz preko nočne kulture DH5α DE3 pCLB-his smo s komercialnim kitom QIAGEN Plasmid 
Mini Kit (Qiagen) izolirali plazmid pCLB-his in ga rezali. Restrikcijska zmes je podana v 
Preglednici 10. Po končani inkubaciji smo restrikcijsko zmes nanesli na 0,9-odstotni agarozni 
gel in izvedli elektroforezo. Fragment ustrezne velikosti smo iz gela izrezali in očistili s 
kompletom QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).  
Preglednica 10: Restrikcijska zmes za pripravo pCLB-his.  
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Table 10: Restriction mixture for preparation of pCLB - his.  
pCLB-his 30 µl 
NruI 1 µl 
FD EcoRV 1 µl 
10× pufer FastDigest Green 5 µl 
dH2O 13 µl 
Skupaj 50 µl 
Linearizirana pLysS in pCLB-his smo ligirali. Ligacijska zmes je podana v preglednici 11.  
Preglednica 11: Ligacijska zmes za pripravo pLysSclbS.  
Table 11: Ligation mixture for preparation of pLysSclbS.  
Lineariziran pCLB-his 3 µl 
Lineariziran pLysS 0,75 µl 
DNA Ligaza T4 0,3 µl 
Pufer 5×rapid ligation 1 µl 
Skupaj 5 µl 
Ligacijsko zmes smo transformirali v DH5α DE3. Iz preko nočne kulture DH5α DE3 
pLysSclbS smo s kompletom QIAGEN Plasmid Mini Kit (Qiagen) izolirali plazmid in ga 
rezali. Restrikcijska zmes je podana v Preglednici 12. Po restrikciji smo pLysSclbS očistili s 
kompletom za čiščenje DNA GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas).  
Preglednica 12: Restrikcijska zmes za pripravo pLysSclbS.  
Table 12: Restriction mixture for preparation of pLysSclbS.  
pLysSclbS 10 µl 
FD EcoRV 2 µl 
10× pufer FastDigest Green 5 µl 
dH2O 33 µl 
Skupaj 50 µl 
Samoligacijo smo preprečili z defosforilacijo 5' koncev plazmida. Defosforilacijska zmes za 
pripravo defosforiliranega pLysSclbS je podana v Preglednici 13. Inkubacija je potekala pri 
37 °C 10 min. Po končani inkubaciji smo defosforiliran plazmid očistili s kompletom 
GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas).  
Preglednica 13: Zmes za pripravo defosforiliranega pLysSclbS. 
Table 13: Mixture for the preparation of dephosphorylated pLysSclbS.  
Lineariziran pLysSclbS 21 µl 
Fast AP 1 µl 
Fast pufer AP 10 µl 
dH2O 68 µl 
Skupaj 100 µl 
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Plazmid pUSP4 smo transformirali v DH5α DE3. Iz preko noči gojene kulture DH5α DE3 
pUSP4 smo izolirali plazmid in ga rezali. Restrikcijska zmes je podana v preglednici 14. Po 
končani inkubaciji smo restrikcijsko zmes nanesli na 0,9-odstotni agarozni gel in po končani 
elektroforezi iz gela izrezali fragment ustrezne velikosti. Fragment smo očistili s kompletom 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).  
Preglednica 14: Restrikcijska zmes za pripravo pUSP4.  
Table 14: Restriction mixture for the preparation of pUSP4. 
pUSP4 5 µl 
BbvII 2 µl 
BglII 2 µl 
10× pufer FastDigest Green 5 µl 
dH2O 36 µl 
Skupaj 50 µl 
Sestava reakcijske zmesi za pripravo topih koncev fragmenta plazmida pUSP4 je podana v 
Preglednici 14. Inkubacija je poteka pri 20 °C 5 min. Po končani inkubaciji smo plazmid 
očistili s kompletom GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas).   
Preglednica 15: Priprava topih koncev pUSP4 (»blunting«). 
Table 15: Making blunting ends of pUSP4.  
Fragment pUSP4 5 µl 
10× End Repair reaction mix 5 µl 
End repair enzyme mix 2,5 µl 
dH2O 37,5 µl 
Skupaj 50 µl 
Defosforiliran plazmid pLysSclbS smo ligirali z lineariziranim pUSP4 s topimi konci. 
Ligacijska zmes je podana v preglednici 16. 
Preglednica 16: Ligacijska zmes za pripravo plazmida pLCUBI.  
Table 16: Ligation mix for pLCUBI plasmid preparation.  
Lineariziran in defosforiliran pLysSclbS 2,5 µl 
Lineariziran pUSP4 s topimi konci 5 µl 
DNA Ligaza T4 0,5 µl 
Pufer 5×rapid ligation 2 µl 
Skupaj 10 µl 
Ligacijsko zmes smo transformirali v DH5α DE3 in BL21 DE3. Preko nočno kulturo BL21 
DE3 pLCUBI smo shranili pri – 80 °C. Iz preko nočne kulture DH5α DE3 pLCUBI smo s 
kompletom GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) izolirali plazmid pLCUBI. Iz 
plazmida smo odstranili gen clbS. Plazmid smo poimenovali pLUBI. Restrikcijska zmes je 
podana v preglednici 17. Po končani inkubaciji smo restrikcijsko zmes nanesli na 0,9-odstotni 
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agarozni gel. Po ločitvi fragmentov smo iz gela izrezali ustrezni fragment in ga s kompletom 
GeneJET Gel Extraction Kit (Fermentas) očistili.  
Preglednica 17: Restrikcijska zmes za pripravo plazmida pLUBI. 
Table 17: Restriction mixture for plasmid preparation pLUBI.  
pCLUBI 5 µl 
BamHI 2 µl 
FD MluI 2 µl 
10× pufer FastDigest Green 5 µl 
dH2O 36 µl 
Skupaj 50 µl 
Plazmid pLUBI smo transformirali v BL21 DE3 in preko nočno kulturo shranili pri – 80 °C.  
Odzivu SOS smo sledili z gensko fuzijo recA:gfp. Plazmid pSC201 s fuzijo recA::gfp smo 
transformirali v E. coli BL21 DE3 pLCUBI in E. coli BL21 DE3 pLUBI. Izražanju gena recA 
smo sledili s fluorescenčnim mikroskopom.  
3. 2. 9  Priprava kompetentnih celic 
Preko nočno kulturo izbranega seva smo precepili v sveže gojišče LB v razmerju 1:100 in 
inkubirali pri 37 °C 180 obr./min. Ko je kultura dosegla optično gostoto OD600 0,4–0,5 smo 
kulturo prenesli v ledeno kopel in jo 10 min ohlajali. Sledilo je centrifugiranje pri 4 °C, 2700 
× g, 10 min. Usedlino celic smo resuspendirali v enakem volumnu ledeno mrzlega 0,1 M 
CaCl2 kot je bil volumen centrifugirane kulture in ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. 
Celice smo resuspendirali v 1–2 ml raztopine za shranjevanje kompetentnih celic s CaCl2 in 
Tris-glicerolom ter jih razdelili v mikrocentrifugirke po 100 μl. Celice, ki jih nismo takoj 
uporabili za transformacijo, smo zamrznili v tekočem dušiku in jih shranili pri – 80°C.  
3. 2. 10  Transformacija kompetentnih celic 
Pripravljenim kompetentnim celicam (100 μl) smo dodali 5–10 μl ligacijske zmesi ali 1 μl 
plazmidne DNA ter  inkubirali 30 min v ledeni kopeli. Sledil je temperaturni šok-inkubacija 
pri 42 °C 90 s in nato ponovna inkubacija v ledeni vodni kopeli 2 min. Nato smo dodali 500 
μl gojišča SOB in inkubirali 1 h pri 37 °C, 180 obratov/min. Po končani inkubaciji smo celice 
posedli s centrifugiranjem pri 4 °C, 2700 × g, 2 min. Supernatant (400 μl) smo odstranili in 
celice resuspendirali v preostalih 100 μl ter jih razmazali na plošče LB z ustreznim 
antibiotikom. Plošče smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
3. 2. 11  Elektroforeza na poliakrilamidnem gelu (NaDS-PAGE) 
Proteinski vzorec smo zmešali s 6 × nanašalnim pufrom NuPAGE LDS (Invitrogen Life 
Technologies) in 20 mM DTT. Zmes smo inkubirali 5 min v vreli kopeli, jo ohladili in nanesli 
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v naprej pripravljen 12-odstotni NuPage gel (Invitrogen Life Technologies) v 1 × 
elektroforeznem pufru MES NuPage (Invitrogen Life Technologies). V prvo jamico smo 
nanesli 3,75 μl lestvice velikostnih fragmentov proteinskega označevalca PageRuler 
Prestained Protein Ladder (Fermentas). Elektroforeza je potekala 1 h pri 180 V, 60 mA. Po 
končani elektroforezi smo gel namočili v barvilo Coomassie Brilliant Blue v PageBlue Protein 
Staining Solution (Fermentas) in proteine barvali preko noči. Naslednji dan smo gel razbarvali 
v dH2O, ga presvetlili z belo svetlobo in slikali.  
3. 2. 12  Gojenje E. coli clbS+ usp+ in E. coli usp+ 
Oba seva E. coli BL21 DE3 smo gojili pri 37 °C v tekočem mediju BHI z dodanima 
ampicilinom in kloramfenikolom (delovne koncentracije v preglednici 2). Za zavrtje izražanja 
bazalne ravni promotorja polimeraze T7 smo dodali glukozo v končni koncentraciji 0,4 
odstotka. Ko sta kulturi dosegli optično gostoto OD600 0,5, smo sprožili sintezo proteinov z 
dodatkom IPTG (izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid) v končni koncentraciji 0,8 mM.  
Po 1 ml obeh kultur smo odvzeli pred indukcijo in nato vsako uro po indukciji (vsaj tri ure). 
Izmerili smo OD600 in rezultate prikazali v odvisnosti od časa (t).  
3. 2. 13  Mikroskopiranje  
Oba seva E. coli BL21 DE3 smo transformirali z gensko fuzijo recA::gfp in ju gojili, kot je 
opisano v poglavju številka 2. 3. 12, le da smo v medij dodali še antibiotik kanamicin (delovna 
koncentracija v preglednici 2). Po 1 ml obeh kultur smo odvzeli pred indukcijo in vsaj 1h po 
indukciji z IPTG. Celice smo dvakrat sprali s fiziološko raztopino in jih pritrdili na objektna 
stekelca, prevlečena z 0,1 odstotnim (m/v) poli-L-lizinom (Sigma) ter prekrili s krovnimi 
stekelci. Morfologijo celic in izražanje genske fuzije recA::gfp smo opazovali pod 
mikroskopom Zeiss AxioImager Z1, opremljenim s HRc digitalno kamero. 
3. 2. 14  Površinska plazmonska resonanca – SPR  
Z metodo SPR (angl. Surface Plasmon Resonance) merimo molekularne interakcije med 
biološkimi molekulami v realnem času. Ta pristop omogoča merjenje hitrosti asociacije, 
disociacije in afinitete vezave med molekulami v realnem času. Z analizo SPR smo preučevali 
vezavo proteina ClbS z na čip imobilizirano enoverižno (ssDNA) ali dvoverižno DNA 
(dsDNA). Analize smo opravili v Infrastrukturnem centru za raziskave molekulskih interakcij 
Oddelka za biologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. Meritve so bile izvedene pri 
25 °C na aparaturi Biacore T100 (GE Healthcare, Združeno Kraljestvo).   
Za pripravo biotinilirane DNA (sidro) za imobilizacijo na senzorski streptavidinski čip smo 
uporabili plazmid pJBPL-A, kot matrično DNA za pomnožitev 403 bp dolgega zaporedja 
DNA (promotor usp Salmonella bongori) z metodo PCR. Temperatura naleganja začetnih 
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oligonukleotidov Bong-biotin (5`-CATAAAACCTCGTGTATGGTGCGC-3`) in Bong-R 
(5`-GAATTCCATTTTACGACATCCGAATATAAATTAAACGAA-3`) (Integrated DNA 
Technology) je bila 55 °C. Na 3'-koncu biotinilirani 403 bp dolg pomnožek PCR smo očistili 
s kompletom GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas, Litva), izmerili njegovo 
koncentracijo (NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific, ZDA) in ga ustrezno redčili. V pufru 
SPR (20 mM Tris (pH 7,4), 140 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,005-odstotni surfaktant P20, 
0,1 mg/ml BSA) smo biotinilirani fragment DNA imobilizirali na drugo pretočno celico 
streptavidinskega senzorskega čipa (SA, GE Healthcare). Prvo pretočno celico smo pustili 
prazno in jo uporabili za kontrolo nespecifičnih vezav na senzorsko površino. Na čip smo 
imobilizirali približno 50 odzivnih enot (RU, angl. Response Unit) 3'-biotiniliranega 
pomnožka PCR.  
Medsebojne interakcije med ClbS in imobilizirano DNA smo preučevali z injiciranjem 
različnih koncentracij ClbS v nosilnem pufru SPR. Injiciranje ClbS preko imobiliziranega 
fragmenta dsDNA (kontaktni čas oziroma asociacija) in disociacijo proteina z DNA smo 
spremljali 4 min, oboje pri pretoku 10 μl/min. Senzorski čip z vezano dsDNA smo regenerirali 
s 15-s injiciranjem pufra SPR z 0,03-odstotnim NaDS pri pretoku 30 μl/min. 
Nato smo z dvema 30-s impulzoma 50 mM NaOH denaturirali dsDNA. Odziv (RU) po 
denaturaciji je padel na 20 RU, kar pomeni, da smo uspešno odstranili eno verigo dsDNA in 
pridobili ssDNA. Kontaktni čas oziroma asociacijo in disociacijo smo spremljali 2 min, oboje 
pri pretoku 10 μl/min. Senzorski čip z vezano ssDNA smo regenerirali s 15-s injiciranjem 
pufra SPR z 0,03-odstotnim NaDS pri pretoku 30 μl/min. 
Poskusi SPR so bili izvedeni v triplikatih. Podatke smo analizirali s programsko opremo 
Biacore T100 Evaluation Software. Ravnotežne disociacijske konstante (KD) smo določili s 
prileganjem sensorgramov k modelu afinitetne ravnotežne vezave.  
3. 2. 15  Statistične metode 
Statistična analiza primerjave zastopanosti uvrščenih zaporedij v taksonomske skupine med 
oblikovanimi skupinami nosečnic je potekala z uporabo programskega okolja IBM SPSS 
Statistics 26.  
Za analize uvrščenih zaporedij med trimestroma nosečnosti smo uporabili parni test T. Zaradi 
majhnega vzorca in nenormalno razporejenih spremenljivk smo za povezavo med kliničnimi 
značilnostmi preiskovank oziroma med pojavom makrosomije in značilnostmi črevesne 
mikrobiote uporabili neparametrični test Mann Whitney (U test). Za opis osnovnih značilnosti 
preiskovank smo uporabili osnovno deskriptivno statistiko z opisom povprečja in standardne 
deviacije v primeru normalne razporejenosti spremenljivk oziroma mediane (25., 75. 
percentile) v primeru nenormalno razporejenih spremenljivk. Za mejo statistične značilnosti 
smo določili mejo p < 0,05. 
Za analizo genotipov zbirke bakterije E. coli smo uporabili Fisherjev eksaktni test (χ2). Za 
mejo statistične značilnosti smo uporabili kriterij p < 0,05.  
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Korelacije/povezave med posameznimi dejavniki in parametri smo prikazali s Spermanovimi 
matrikami. Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema 
dejavnikoma/parametroma/spremenljivkama in modra barva negativno korelacijo. Statistično 
značilne povezave med dejavniki/parametri smo označili z zvezdicami. Ena zvezdica v 
kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici v kvadratu mejo p < 
0,01. V tekstu smo korelacije izpisali s Spermanovim koeficientom r.  
Prikazani so tudi modeli linearne in binarne logistične regresije. Podan je R2, ki pove, kakšen 
odstotek variance odvisne spremenljivke lahko razložimo z neodvisno spremenljivko, in 
koeficient beta, ki poda oceno relativne pomembnosti posameznih prediktorjev.   
Molan K. Črevesna mikrobiota nosečnic z gestacijskim diabetesom in pojav makrosomije. 




4  REZULTATI 
V raziskavo smo vključili 47 nosečnic z GDM. Nosečnice smo vključevali glede na indeks 
telesne mase pred zanositvijo (ITMz). V preglednici 18 so podani osnovni dejavniki, na katere 
smo se osredotočili v raziskavi. Vključili smo 68 odstotkov nosečnic z ITMz < 24,95 kg/m2 
in 32 odstotkov z ITMz ≥ 25 kg/m2. 29,8 odstotkov nosečnic z GDM je rodilo makrosomnega 
otroka. Izpostaviti je potrebno, da so se makrosomni otroci statistično značilno večkrat rodili 
nosečnicam z GDM, ki so pred zanositvijo imele povišano telesno maso ali debelost v 
primerjavi s skupino nosečnic z GDM, ki so pred zanositvijo imele normalno telesno maso (p 
= 0,032). 12,8 odstotka nosečnic je med nosečnostjo uživalo antibiotike. Nosečnice so v 
povprečju na telesni masi med nosečnostjo pridobile 9,9 kg. Nosečnice, ki so imele pred 
zanositvijo povišano telesno maso ali debelost, so se med nosečnostjo zredile statistično 
značilno manj kot nosečnice, ki so pred zanositvijo imele normalno telesno maso (p = 0,001).            
Preglednica 18: Dejavniki, na podlagi katerih smo v raziskavi razvrščali nosečnice z GDM v skupine.  
Podana je mediana (25.; 75. percentila) percentile porodne mase otroka za vse nosečnice z GDM (n = 47) 
in posamezno za skupino nosečnic, ki so pred zanositvijo imele normalno telesno maso (n = 32) in za 
skupino nosečnic, ki so pred zanositvijo imele povišano telesno maso ali debelost (n = 15). Podano je število 
nosečnic z GDM, ki so rodile makrosomnega otroka, število nosečnic, ki so med nosečnostjo uživale 
antibiotike in porast telesne mase med nosečnostjo za vse nosečnice in za posamezni skupini. Podana je 
tudi vrednost p.  
Table 18: Factors based on which we classified GDM - women into groups.  
The median (25.; 75. percentile)  of birth weight is given for all GDM - women (n = 47) and individually 
for the group of GDM - women with normal weight before pregnancy (n = 32) and for the group of GDM 
- women with increased weight or obesity before pregnancy (n = 15). Also presented is the number of 
GDM - women that  gave birth to a macrosomal baby is also presented , the number of GDM - women 
taking antibiotics during pregnancy and weight gain during pregnancy for all GDM - women and for each 
group. The p value is also given.  
 Število nosečnic z GDM  
 Skupaj 
47 (100 %) 
ITMz < 24,95 
32 (68 %) 
ITMz ≥ 25 
15 (32 %)  
Vrednost 
p 
Percentila porodne mase otroka, 
mediana (25., 75. percentila) 
66 (48; 94) 60 (42; 89) 88 (35; 97) - 
Število nosečnic z makrosomnim 
otrokom, n (%) 
14 (29,8) 7 (21,9) 7 (46,7) 0,032 
Število nosečnic, ki so med 
nosečnostjo uživale antibiotike, n (%) 
6 (12,8) 5 (15,6) 1 (6,7) 0,271 
Porast telesne mase med nosečnostjo 
v kg, povprečje (SD) 
9,9 (5,3) 11,7 (5,1) 6,1 (3,8) 0,001 
4. 1  SEKVENCIRANJE NOVE GENERACIJE (NGS) S PLATFORMO 
IonTorent  
Izmed 47 nosečnic z GDM smo jih naključno izbrali 21. Zaradi finančnih omejitev nismo 
analizirali vseh nosečnic.  
Sekvencirali smo amplikone PCR produktov variabilnih delov genov za 16S rRNA, ki smo 
jih pomnožili iz metagenomov 21 nosečnic v drugem in tretjem trimestru nosečnosti, skupno 
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42 vzorcev metagenomske DNA. Pridobljena zaporedja DNA nosečnice z oznako B21 so bile 
preslabe kvalitete, zato smo jo izločili iz analiz. Dve nosečnici (A33 in A38) smo izločili, ker 
sta med nosečnostjo prejemali antibiotike. V metataksonomske analize smo vključili 
sekvenčne podatke iz 2. in 3. trimestra 18 nosečnic z GDM (skupaj 36 metagenomov).  
V vzorcih fecesa nosečnic smo zaznali 18 bakterijskih debel. Odstotek uvrščenih OTU debel 
Firmicutes, Bacteriodetes, Proteobacteria in Actinobacteria v 2T in 3T smo prikazali na sliki 
5. Prevladujeta debli Firmicutes in Bacteriodetes, ki skupaj predstavljata več kot 80 odstotkov 
uvrščenih OTU v obeh trimestrih nosečnosti. Sledi deblo Proteobacteria z več kot 15 odstotki 
uvrščenih OTU in deblo Actinobacteria z več kot 1 odstotkom uvrščenih OTU v obeh 
trimestrih nosečnosti. 
 
Slika 5: Zastopanost debel, ki predstavljajo večinski del črevesne mikrobiote.  
Oranžna barva predstavlja število uvrščenih OTU debla Firmicutes, vijolična Bacteriodetes, modra 
Proteobacteria in rumena Actinobacteria v 2. in 3. trimestru nosečnosti (2T in 3T).  
Figure 5: The representation of the phyla, that form the majority of the gut microbiota.  
Orange represents the number of classified OTU Firmutes, purple Bacteriodetes, blue Proteobacteria, and 
yellow Actinobacteria in the 2nd and 3rd trimesters of pregnancy (2T and 3T). 
Preostala debla, ki smo jih zaznali v manj kot 0,5 odstotkih, so bila Lentisphaerae, 
Synergistetes, Tenericutes, Verrucomicrobia, Elusimicrobia, Cyanobacteria, Nitrospirae, 
Nitrospinae, Acidobacteria, Chloroflexi, Deinococcus-Thermus, Gemmatimonadetes, 
Planctomycetes in Spirochaetes.  
4. 1. 1  Črevesna mikrobiota matere z makrosomnim in nemakrosomnim otrokom  
Od 18 nosečnic z GDM, ki smo jih vključili v analize, jih je 10 rodilo nemakrosomnega otroka 
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4. 1. 1. 1  Deblo 
Na nivoju debla smo med oblikovanima skupinama nosečnic v obeh trimestrih (2T in 3T) 
zaznali statistično značilne razlike le v odstotku uvrščenih OTU debla Nitrospirae. Iz slike 6 
je razvidno, da so imele nosečnice, ki so rodile makrosomnega otroka v obeh trimestrih nižji 
odstotek uvrščenih OTU debla Nitrospirae v primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile 
nemakrosomnega otroka (2T p < 0,053; 3T p < 0,019). V tretjem trimestru (3T) smo zaznali 
še statistično značilni razliki v odstotku uvrščenih OTU debel Firmicutes in Proteobacteria. 
V 3T so imele nosečnice, ki so rodile makrosomnega otroka statistično značilno višji odstotek 
uvrščenih OTU debla Proteobacteria (p = 0,021) in nižji odstotek debla Firmicutes (p = 0,021) 
kot nosečnice, ki so rodile nemakrosomnega otroka. 
  
Slika 6: Zastopanost debla Nitrospirae v obeh trimestrih nosečnosti in debel Proteobacteria in Firmicutes 
v 3. trimestru med oblikovanima skupinama nosečnic.   
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Krogci 
ponazarjajo osamelce. Škatla temno zelene barve označuje odstotek uvrščenih OTU debla v 2. trimestru 
nosečnosti (2T) in škatla svetlo zelene barve odstotek uvrščenih OTU debla v 3. trimestru (3T), pri obeh 
skupinah nosečnic (>= 90. Percentila, < 90. Percentila). Škatla modre barve označuje odstotek uvrščenih 
OTU Proteobacteria in škatla oranžne barve odstotek uvrščenih OTU Firmicutes v 3. trimestru (3T) pri 
obeh skupinah nosečnic (>= 90. Percentila, < 90. Percentila).   
Figure 6: Representation of the Nitrospirae phylum in both trimesters of pregnancy and Proteobacteria 
and Firmicutes in the 3rd trimester of pregnancy between formed groups of pregnant women. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). The circles 
illustrate the outliers. A box of dark green indicates the percentage of classified phylum OTU in the 2nd 
trimester (2T) and a box of light green indicates the percentage of classified phylum OTU in the 3rd 
trimester (3T) in both groups of pregnant women (>= 90th Percentile, < 90th Percentile). A box of blue 
indicates the percentage of OTU Proteobacteria and the box of orange indicates the percentage of OTU 
Firmicutes in the 3rd trimester (3T) in both groups of pregnant women (>= 90th Percentile, < 90th 
Percentile).  
 
Slika 7 prikazuje korelacijo med percentilo porodne mase in razmerjem 
Firmicutes/Bacteriodetes (F/B) v 3T. Spermanov koeficient korelacije (r = - 0,622; p < 0,01) 
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kaže statistično značilno negativno povezavo med percentilo porodne mase otroka in 
razmerjem F/B v 3T. Višja kot je bila percentila porodne mase otroka, nižje je bilo razmerje 
med F/B.  
 
Slika 7: Negativna povezava med percentilo porodne mase otroka in razmerjem F/B v 3. trimestru.  
Razpršeni diagram percentile porodne mase otroka glede na razmerje F/B v 3. trimestru (3T).  
Figure 7: Negative relationship between the percentile of birth weight of the baby and the F/B ratio in the 
3rd trimester. 
A scatter plot of the percentile of the birth weight of the baby relative to the F/B ratio in the 3rd trimester 
(3T). 
Naredili smo še model linearne regresije s 95-odstotnim intervalom zaupanja (preglednica 
19). Neodvisna spremenljivka statistično značilno vpliva na izid odvisne spremenljivke (p = 
0,016). Ko se razmerje F/B poveča za 1 enoto standardne deviacije se percentila porodne mase 
otroka zniža za 0,709 enote standardne deviacije. Dejanska vrednost nestandardiziranega 
koeficienta beta je med - 53,12 in - 16,47. Vrednost R2 = 0,472 pove, da lahko 47,2 odstotka 
variance odvisne spremenljivke (percentila porodne mase) razložimo z neodvisno 
spremenljivko – znižanjem razmerja F/B (p < 0,001).   
Preglednica 19: Percentila porodne mase je odvisna od razmerja F/B v 3. trimestru.  
Model linearne regresije, odvisna spremenljivka je percentila porodne mase in neodvisna spremenljivka 
razmerje med F/B. Podan je še koeficient beta , vrednost p in 95 odstotni interval zaupanja za koeficient.  
Table 19: Percentile of birth weight depends on the F/B ratio in the 3rd trimester. 
The linear regression model, the dependent variable is the percentile of birth weight and the independent 
variable is the F/B ratio. The beta coefficient, p value, and 95 % confidence interval for the coefficient are 
also given.  
    
95 % interval zaupanja za 
koeficient Beta 
Odvisna spremenljivka Neodvisna spremenljivka Beta p Spodnja meja Zgornja meja 
Percentila porodne mase 
otroka 
Razmerje F/B - 0,709 0,016 - 53,12 - 16,47 































Razmerje F/B v fecesu nosečnic v 3T
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4. 1. 1. 2  Razred 
Zaznali smo 31 razredov. Razlike na nivoju razreda smo med oblikovanima skupinama 
nosečnic zaznali le v tretjem trimestru nosečnosti (3T).  
Slika 8 prikazuje signifikantno razliko med skupinama nosečnic v prisotnosti razredov 
Clostridia (A), Negativicutes (B) in Deltaproteobacteria (C). V primerjavi s skupino 
nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, so imele nosečnice, ki so rodile 
makrosomnega otroka v 3T statistično značilno nižji odstotek uvrščenih OTU razreda 
Clostridia (p = 0,006; slika 18A) in višji odstotek uvrščenih OTU razreda Negativicutes (p = 
0,002; slika 18B) in Deltaproteobacteria (p = 0,042; slika 18C).  
   A               B            C 
 
Slika 8: Zastopanost razredov Clostridia,  Negativicutes in Deltaproteobacteria v 3. trimestru nosečnosti.   
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Krogci 
ponazarjajo osamelce. 17A prikazuje odstotek uvrščenih OTU Clostridia (oranžna barva), 17B odstotek 
OTU Negativicutes (rumena barva) in 17C odstotek uvrščenih OTU Deltaproteobacteria (modra barva) v 
3. trimestru (3T) pri obeh skupinah nosečnic (>= 90. Percentila, < 90. Percentila).  
Figure 8: Representation of Clostridia, Negativicutes and Deltaproteobacteria classes in the 3rd trimester of 
pregnancy. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). The circles 
illustrate the outliers. A shows the percentage of classified OTU Clostridia (orange), 18B the percentage of 
OTU Negativicutes (yellow) and 18C the percentage of OTU Deltaproteobacteria (blue) in the 3rd trimester 
(3T) in both groups of pregnant women (>= 90th Percentile, <90th Percentile). 
Poleg zgoraj prikazanih razredov smo zaznali še statistično značilni razliki v odstotku 
uvrščenih OTU razredov Sphingobacteriia in Nitrospira. Število predstavnikov razredov 
Sphingobacteriia in Nitrospira je bilo v 3T statistično značilno nižje v skupini nosečnic z 
makrosomnim otrokom v primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka 
(Sphingobacteriia, p = 0,037, slika 9A; Nitrospira, p = 0,019, slika 9B).   
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A     B 
 
Slika 9: Zastopanost razredov Sphingobacteriia in Nitrospira v 3. trimestru nosečnosti.   
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Krogci 
ponazarjajo osamelce. 18A prikazuje odstotek uvrščenih OTU Sphingobacteriia (vijoličasta barva) in 18B 
odstotek OTU Nitrospira (zelena barva) v 3. trimestru (3T) pri obeh skupinah nosečnic (>= 90. Percentila, 
< 90. Percentila).  
Figure 9: Representation of Sphingobacteriia and Nitrospira in the 3rd trimester of pregnancy. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). The circles 
illustrate the outliers. A shows the percentage of classified OTU Sphingobacteriia (purple) and B the 
percentage of OTU Nitrospira (green) in 3rd trimester (3T) in both groups of pregnant women (>= 90th 
Percentile, < 90th Percentile). 
4. 1. 1. 3  Red 
V vzorcih fecesa smo zaznali 84 bakterijskih redov. Na nivoju reda smo statistično značilne 
razlike med oblikovanima skupinama nosečnic zaznali le v enem trimestru nosečnosti (2T ali 
3T) in tudi v obeh trimestrih (2T in 3T).  
V 2T smo zaznali le razliko v odstotku uvrščenih OTU reda Nitrospirales, kar prikazuje slika 
10A. Glede na skupino nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, je bil v skupini z 
makrosomnim otrokom odstotek uvrščenih OTU reda Nitrospirales statistično značilno nižji 
(p = 0,049). V 3T smo zaznali razlike v redovih Clostridiales, Bacillales, Methylophilales, 
Desulfovibrionales, Alteromonadales, Selenomonadales in Pasteurellales. Slika 10B 
prikazuje razliko med odstotkom uvrščenih OTU reda Clostridiales med skupinama nosečnic, 
in sicer statistično značilno znižan odstotek v skupini nosečnic z makrosomnim otrokom (p < 
0,006).    
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Slika 10: Zastopanost reda Nitrospirales v 2. trimestru in razreda Clostridiales v 3. trimestru. 
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum) odstotka 
uvrščenih OTU Nitrospirales (zelena barva) in OTU Clostridiales (oranžna barva) pri obeh skupinah 
nosečnic (>= 90. Percentila, < 90. Percentila). Krogci ponazarjajo osamelce. 
Figure 10: Representation of the Nitrospirales order in the 2nd trimester and Clostridiales class in the 3rd 
trimester. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum) of the percentage of 
classified OTU Nitrospirales (green) and OTU Clostridiales (orange) in both groups of pregnant women 
(>= 90th Percentile, < 90th Percentile). The circles illustrate the outliers. 
V primerjavi s skupino, ki je rodila nemakrosomnega otroka, smo v skupini z makrosomnim 
otrokom zaznali povišan odstotek uvrščenih OTU redov Desulfovibrionales (p = 0,026), 
Selenomonadales (p = 0,013) in znižan odstotek redov Bacillales (p = 0,005), Methylophilales 
(p = 0,001), Alteromonadales (p = 0,008) in Pasteurellales (p =0,005) (preglednica 20).  
Preglednica 20: Redovi, katerih zastopanost se je v 3T razlikovala med oblikovanima skupinama nosečnic.  
Za vsak red je podana mediana in srednji rang zastopanosti v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega 
otroka (PT >= 90. percentila) in otroka z normalno porodno maso (PT < 90. percentila). Podane so tudi 
vrednosti p.  
Table 20: Orders whose representation in 3T differed between the formed groups of pregnant women. 
For each order, the median rank of the group of pregnant women who gave birth to a macrosomic baby 




≥ 90. percentila  < 90. percentila 
Bacillales 5,7 12,7 0,005 
Desulfovibrionales 12,6 7,0 0,026 
Methylophilales 5,5 12,7 0,001 
Alteromonadales 5,9 12,4 0,008 
Pasteurellales 5,6 12,6 0,005 
Selenomonadales 13,1 6,6 0,013 
Statistično značilne razlike v obeh trimestrih (2T in 3T) smo med oblikovanima skupinama nosečnic 
zaznali v prisotnosti redov Pseudomonadales, Xanthomonadales, Methylococcales in Thiotrichales, ki 
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se uvrščajo v razred Gammaproteobacteria ter v prisotnosti redov Gallionellales, Nitrosomonadales 
in Rhodocyclales, ki se uvrščajo v razred Betaproteobacteria.  
V primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, so imele nosečnice z 
makrosomnim otrokom v obeh trimestrih statistično značilno ali mejno statistično značilno nižji 
odstotek uvrščenih OTU redov Pseudomonadales (2T, mejna značilna razlika, p = 0,061; 3T, p = 0,004) 
in Xanthomonadales (2T, p = 0,021; 3T, p = 0,004), kar je prikazano na sliki 11.  
 
Slika 11: Razlike v zastopanosti redov Pseudomonadales in Xanthomonadales v obeh trimestrih nosečnosti. 
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Krogci 
ponazarjajo osamelce. Temnejši odtenek modre barve prikazuje odstotek uvrščenih OTU 
Pseudomonadales in svetlejši odtenek odstotek OTU Xanthomonadales pri obeh skupinah nosečnic (>= 90. 
Percentila, < 90. Percentila). Leva stran slike prikazuje zastopanost redov v 2. trimestru nosečnosti in 
desna stran slike zastopanost v 3. trimestru.  
Figure 11: Differences in the order of Pseudomonadales and Xanthomonadales in both trimesters of 
pregnancy. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). The circles 
illustrate the outliers. A darker shade of blue indicates the percentage of classified OTU Pseudomonadales 
and a lighter shade percentage of OTU Xanthomonadales in both groups of pregnant women (>= 90th 
Percentile, < 90th Percentile). The left side of the figure shows the percentage in the 2nd trimester and the 
right side of the image the 3rd trimester. 
V skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka, so bili tako predstavniki reda 
Methylococcales (2T, p = 0,017; 3T, p = 0,002) kot Thiotrichales (2T, p = 0,012; 3T, p = 
0,005) v primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, prisotni v nižjem 
odstotku (slika 12).   
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Slika 12: Razlike v zastopanosti redov Methylococcales in Thiotrichales v obeh trimestrih nosečnosti. 
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Krogci 
ponazarjajo osamelce. Temnejši odtenek modre barve prikazuje odstotek uvrščenih OTU Methylococcales 
in svetlejši odtenek odstotek OTU Thiotrichales pri obeh skupinah nosečnic (>= 90. Percentila, < 90. 
Percentila). Leva stran slike prikazuje zastopanost redov v 2. trimestru nosečnosti in desna stran slike 
zastopanost v 3. trimestru.   
Figure 12: Differences in the representation of Methylococcales and Thiotrichales in both trimesters of 
pregnancy. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). The circles 
illustrate the outliers. A darker shade of blue indicates the percentage of OTU Methylococcales ranked 
and a lighter shade percentage of OTU Thiotrichales in both groups of pregnant women (>= 90th Percentile, 
< 90th Percentile). The left side of the figure shows the representation in the 2nd trimester and the right 
side in the 3rd trimester. 
Iz slike 13 je razvidno, da je v obeh trimestrih odstotek uvrščenih OTU reda Rhodocyclales 
statistično značilno nižji v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka v primerjavi s 
skupino, ki je rodila nemakrosomnega otroka (2T, p = 0,015; 3T, p = 0,016).  
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Slika 13: Razliki v zastopanosti reda Rhodocyclales v obeh trimestrih nosečnosti.  
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum) odstotka 
uvrščenih OTU Rhodocyclales (modra barva) pri obeh skupinah nosečnic (>= 90. Percentila, < 90. 
Percentila) v obeh trimestrih. Krogci ponazarjajo osamelce. 
Figure 13: Differences in the representation of Rhodocyclales in both trimesters of pregnancy. 
5-digit summary (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum) of the percentage of OTU 
Rhodocyclales (blue) in both groups of pregnant women (>= 90th Percentile, < 90th Percentile) in both 
trimesters. The circles illustrate the outliers. 
V skupini nosečnic z makrosomnim otrokom so bili predstavniki reda Gallionellales (2T, p = 
0,031; 3T, p = 0,003) in Nitrosomonadales (2T, p = 0,027; 3T, p = 0,006) v primerjavi s 
skupino nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, prisotni v nižjem odstotku v obeh 
trimestrih nosečnosti (slika 14). 
 
Slika 14: Razlike v zastopanosti redov Gallionellales in Nitrosomonadales v obeh trimestrih nosečnosti.  
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Krogci 
ponazarjajo osamelce. Temnejši odtenek modre barve prikazuje odstotek uvrščenih OTU Gallionellales 
in svetlejši odtenek odstotek OTU Nitrosomonadales pri pri obeh skupinah nosečnic (>= 90. Percentila, < 
90. Percentila). Leva stran slike prikazuje zastopanost redov v 2. trimestru nosečnosti (2T) in desna stran 
slike zastopanost v 3. trimestru (3T).  
Figure 14: Differences in the representation of the Gallionellales and Nitrosomonadales in both trimesters 
of pregnancy. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). The circles 
illustrate the outliers. A darker shade of blue indicates the percentage of OTU Gallionellales and a lighter 
shade percentage of OTU Nitrosomonadales in both groups of pregnant women (>= 90th Percentile, < 90th 
Percentile). The left side of the figure shows the 2nd trimester (2T) and the right side of the image the 3rd 
(3T). 
4. 1. 1. 4  Družina 
Zaznali smo 174 bakterijskih družin. Na nivoju družine smo zaznali statistično značilne 
razlike med skupinama nosečnic v 3. trimestru (3T) in v obeh trimestrih nosečnosti (2T in 
3T). 
Molan K. Črevesna mikrobiota nosečnic z gestacijskim diabetesom in pojav makrosomije. 




Zaznali smo 10 družin, ki so se med skupinama nosečnic razlikovale statistično značilno samo 
v 3T. V primerjavi s skupino, ki je rodila nemakrosomnega otroka, so bili nivoji uvrščenih 
OTU družin Alteromonadaceae, Pasteurellaceae, Sulfuricellaceae, Bradyrhizobiaceae, 
unclassified Burkholderiales, Methylococcaceae, Ruminococcaceae in Sphingobacteriaceae 
v skupini nosečnic z makrosomnim otrokom statistično značilno nižji in nivoja 
Desulfovibrionaceae in Pseudomonadaceae značilno višja. V obeh trimestrih nosečnosti smo 
izpostavili 15 družin, katerih nivo uvrščenih OTU se je statistično značilno razlikoval med 
oblikovanima skupinama nosečnic. V primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile 
nemakrosomnega otroka, so bili nivoji vseh družin v skupini nosečnic z makrosomnim 
otrokom značilno nižji (preglednica 21). 
Preglednica 21: Družine, ki so se med skupinama značilno razlikovale v odstotku uvrščenih OTU v 3T in 
obeh trimestrih (2T in 3T).  
Podano je ime družine in srednji rang zastopanosti v obeh skupinah nosečnic. Podana je tudi vrednost p. 
Table 21: Families that differed significantly between the groups in the percentage of classified OTUs in 
3T and both trimesters (2T and 3T).  
The name of the family and the mean rank in both groups of GDM-women are given. The p value is also 
shown.  













 Alteromonadaceae 7,6 10,9 0,209 5,6 12,6 0,005 
Pasteurellaceae 7,1 11,4 0,091 5,6 12,6 0,005 
Sulfuricellaceae 6,6 11,8 0,032 6,0 12,3 0,010 
Bradyrhizobiaceae 7,4 11,2 0,124 5,9 12,4 0,008 
unclas. Burkholderiales 7,3 11,3 0,094 5,3 12,9 0,002 
Methylococcaceae 6,9 11,6 0,046 5,9 12,4 0,008 
Ruminococcaceae 7,4 11,2 0,131 6,0 12,3 0,013 
Sphingobacteriaceae 8,2 10,6 0,342 6,9 11,6 0,064 
Desulfovibrionaceae 10,6 8,6 0,424 12,8 6,9 0,021 
Pseudomonadaceae 8,5 10,3 0,475 12,5 5,8 0,008 
Nitrospiraceae 6,8 11,7 0,044 6,3 12,1 0,017 
Sphingomonadaceae 6,6 11,8 0,041 6,1 12,2 0,016 
Moraxellaceae 6,6 11,8 0,041 5,8 12,5 0,008 
Alcaligenaceae 6,4 12,0 0,022 5,6 12,6 0,005 
Thiotrichaceae 6,5 11,9 0,026 5,7 12,6 0,005 
Bacillaceae 6,8 11,7 0,052 6,1 12,2 0,012 
Rhodocyclaceae 6,3 12,1 0,017 5,8 12,5 0,006 
Lachnospiraceae 6,1 12,2 0,016 6,9 11,6 0,062 
Gracilibacteraceae 6,6 11,8 0,041 6,1 12,2 0,013 
Peptococcaceae 6,8 11,7 0,049 6,1 12,2 0,015 
Staphylococcaceae 7,3 11,3 0,106 5,6 12,6 0,005 
Xanthomonadaceae 6,3 12,1 0,021 5,5 12,7 0,004 
Gallionellaceae 6,6 11,8 0,035 5,5 12,7 0,003 
Nitrosomonadaceae 6,6 11,8 0,035 5,6 12,6 0,005 
Rhodobacteraceae 7,0 11,5 0,067 7,3 11,3 0,088 
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4. 1. 1. 5  Rod 
Zaznali smo 207 bakterijskih rodov. Statistično značilne razlike med skupinama nosečnic 
zaznali v obeh trimestrih nosečnosti (2T in 3T) ali le v 2T oziroma 3T (preglednica 22). 
Rodovi, ki so se med oblikovanima skupinama nosečnic le v 2T statistično značilno 
razlikovali v nivoju zastopanosti, so bili v skupini nosečnic z makrosomnim otrokom značilno 
nižji, z izjemo Mitsuokella, ki je bil v makrosomni skupini značilno višji (p = 0,040). Podobno 
so bili v 3T nivoji večine prikazanih rodov v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega 
otroka statistično značilno nižji v primerjavi s skupino, ki je rodila nemakrosomnega otroka. 
Višji so bili le nivoji Sutterella (p = 0,007), Bilophila (p = 0,033) in Prevotella (p = 0,069, 
mejna statistična značilnost). V obeh trimestrih nosečnosti (2T in 3T) so bili nivoji prikazanih 
rodov statistično značilno ali mejno statistično značilno nižji v skupini nosečnic, ki so rodile 
makrosomnega otroka v primerjavi s skupino z nemakrosomnim otrokom.   
Preglednica 22: Rodovi, ki so se med skupinama nosečnic značilno razlikovali v nivoju uvrščenih OTU v 
obeh trimestrih (2T in 3T) ali le v 2T oziroma 3T.  
Podano je ime rodu in rang zastopanosti v obeh skupinah nosečnic. Podana je tudi vrednost p. 
Table 22: Genera that differed significantly between the groups in the percentage of classified OTUs in 
both trimesters (2T and 3T) and only in 2T or 3T respectively. 
The name of the genera and the rank in both groups of GDM-women are given. The p value is also given. 










 < 90. 
percentila 
Vrednost p 
Eubacterium 7,13 11,40 0,091 8,13 10,6 0,328 
Oscillibacter 6,88 11,60 0,062 7,6 10,9 0,211 
Nitrosomonas 7,50 11,10 0,051 8,0 10,7 0,101 
Mitsuokella 11,38 8,00 0,040 8,5 10,3 0,193 
Odoribacter 6,88 11,60 0,062 9,2 9,6 0,824 
Candidatus Marithrix 7,50 11,10 0,051 8,5 10,3 0,193 
Coprobacter 7,31 11,25 0,064 9,7 9,4 0,874 
Bradyrhizobium 8,50 10,30 0,464 5,75 12,50 0,006 
Bordetella 8,00 10,70 0,177 7,50 11,10 0,051 
Methylovorus 8,00 10,70 0,225 5,50 12,70 0,002 
Pseudomonas 11,0 8,30 0,204 6,75 11,70 0,026 
Sutterella 9,40 9,60 0,928 13,25 6,50 0,007 
Hydrogenophaga 9,00 9,90 0,371 7,50 11,10 0,051 
Candidatus Marithioploca 8,10 10,60 0,296 7,00 11,50 0,025 
Zoogloea 5,50 12,70 0,003 6,00 12,30 0,008 
Bilophila 9,30 9,70 0,859 12,50 7,10 0,033 
Piscinibacter 8,50 10,30 0,193 7,50 11,10 0,051 
Lachnoclostridium 7,90 10,80 0,264 5,50 12,70 0,004 
Streptococcus 9,60 9,50 0,964 5,88 12,40 0,010 
Prevotella 10,50 8,70 0,435 11,75 7,70 0,069 
Enhydrobacter 8,60 10,20 0,479 6,94 11,55 0,046 
Rhizobium 9,60 9,50 0,935 7,31 11,25 0,064 
Thalassomonas 8,60 10,20 0,479 6,00 12,30 0,005 
Aeromonas 8,50 10,30 0,193 7,50 11,10 0,051 
Parasutterella 7,90 10,80 0,217 7,38 11,20 0,097 
Sphingopyxis 8,50 10,30 0,193 7,50 11,10 0,051 
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Nadaljevanje preglednice 22: Rodovi, ki so se med skupinama nosečnic značilno razlikovali v 
nivoju uvrščenih OTU v obeh trimestrih (2T in 3T) ali le v 2T oziroma 3T.  
Podano je ime rodu in rang zastopanosti v obeh skupinah nosečnic. Podana je tudi vrednost p. 
Continuing table 22: Genera that differed significantly between the groups in the percentage of 
classified OTUs in both trimesters (2T and 3T) and only in 2T or 3T respectively. 
The name of the genera and the rank in both groups of GDM-women are given. The p value is 
also given. 













Faecalibacterium 7,60 11,00 0,183 6,38 12,00 0,026 
Rhizobacter 8,40 10,30 0,300 7,00 11,50 0,025 
Polaromonas 6,88 11,60 0,055 6,75 11,70 0,041 
Pseudoxanthomonas 7,00 11,50 0,067 5,50 12,70 0,003 
Acinetobacter 6,63 11,80 0,041 6,00 12,30 0,013 
Staphylococcus 7,13 11,40 0,082 6,63 11,80 0,032 
Candidatus Nitrotoga 6,69 11,75 0,042 5,50 12,70 0,003 
Cellvibrio 6,56 11,85 0,033 5,63 12,60 0,005 
Sphingomonas 6,88 11,60 0,062 6,13 12,20 0,016 
Hyphomicrobium 6,88 11,60 0,051 6,38 12,00 0,020 
Pasteurella 6,81 11,65 0,046 5,19 12,95 0,001 
Candidatus Dactylopiibacterium 6,31 12,05 0,021 5,88 12,40 0,008 
Pigmentiphaga 6,44 11,95 0,027 5,63 12,60 0,005 
Nitrospira 6,81 11,65 0,052 6,38 12,00 0,022 
4. 1. 1. 6  Vrsta 
Zaznali smo 349 vrst. Statistično značilne razlike med skupinama nosečnic smo zaznali v obeh 
trimestrih nosečnosti (2T in 3T) ali le v 2T oziroma 3T (preglednica 23). V 2T nosečnosti so 
bili v vzorcih nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka, vsi nivoji uvrščenih OTU 
prikazanih vrst nižji kot v skupini nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka. V 3T je bil 
nivo Bilophila wadsworthia (B. wadsworthia) statistično značilno višji v skupini nosečnic, ki 
so rodile makrosomnega otroka v primerjavi s skupino, ki je rodila nemakrosomnega otroka 
(p = 0,051). Nivoji ostalih navedenih vrst, vključno s Faecalibacterium prausnitzii (p = 0,041) 
in Blautia obeum (p = 0,007) so bili v skupini z makrosomnim otrokom značilno nižji kot v 
skupini z nemakrosomnim otrokom.    
Preglednica 23: Vrste, ki so se med skupinama značilno razlikovale v nivoju uvrščenih OTU v obeh 
trimestrih (2T in 3T) ali le v 2T oziroma 3T.  
Podano je ime rodu in srednji rang zastopanosti v obeh skupinah nosečnic. Podana je tudi vrednost p. 
Table 23: Species that differed significantly between the groups in the classified OTUs in both trimesters 
(2T and 3T) and only in 2T or 3T respectively. 
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 < 90. 
percentila 
Vrednost p 
Roseburia hominis 6,88 11,60 0,051 8,06 10,65 0,285 
Barnesiella intestinihominis 6,81 11,65 0,055 8,00 10,70 0,281 
Oscillibacter sp. 6,75 11,70 0,040 8,00 10,70 0,281 
Alistipes putredinis 6,75 11,70 0,049 9,56 9,45 0,964 
Alistipes shahii 6,38 12,00 0,026 8,69 10,15 0,962 
Odoribacter splanchnicus 5,25 12,90 0,002 8,19 10,55 0,351 
Sphingomonas echinoides 7,00 11,50 0,075 6,25 12,10 0,020 
Eubacterium ventriosum 7,19 11,35 0,094 6,25 12,10 0,016 
Blautia obeum 9,25 9,70 0,852 5,75 12,50 0,007 
Faecalibacterium prausnitzii 7,25 11,30 0,110 6,63 11,80 0,041 
Streptococcus thermophilus 8,88 10,00 0,653 6,25 12,10 0,016 
Lachnoclostridium clostridioforme 8,94 9,95 0,688 6,13 12,20 0,013 
Bilophila wadsworthia 9,38 9,60 0,929 12,25 7,30 0,051 
Bacteroides dorei 8,06 10,65 0,298 6,38 12,00 0,026 
Nitrospira cf. 6,75 11,70 0,044 6,25 12,10 0,017 
Cellvibrio gandavensis 11,80 6,63 0,032 12,20 6,13 0,010 
4. 1. 1. 7  α-in β-diverziteta med oblikovanima skupinama nosečnic 
Preglednica 19 prikazuje indekse α-diverzitete na treh taksonomskih nivojih (družina, rod, 
vrsta) v 2. in 3. trimestru nosečnosti. Statistično značilne razlike med skupinama nosečnic (>= 
90. Percentila, < 90. Percentila) smo zaznali v obeh trimestrih nosečnosti.  
V primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka (< 90. Percentila), smo 
na taksonomskih nivojih družine in rodu v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega 
otroka (>= 90. Percentila), v obeh trimestrih zaznali statistično značilno nižje vrednosti 
indeksa Chao1 (nivo družine, 2. trimester vrednost p = 0,016, 3. trimester vrednost p = 0,001; 
nivo rodu, 2. trimester vrednost p = 0,033, 3. trimester vrednost p = 0,013). Na nivoju vrste 
so bile razlike v vrednostih indeksa Chao1 v 2. trimestru blizu meje statistične značilnosti (p 
= 0,110), v 3. trimestru pa so se vrednosti indeksa med skupinama spet statistično značilno 
razlikovale (p = 0,004).  
Razlike v vrednostih indeksa Shannon med oblikovanima skupinama nosečnic so bile na vseh 
taksonomskih nivojih v obeh trimestrih nosečnosti blizu meje statistične značilnosti, ali nad 
njo. V primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, so bile v skupini 
nosečnic, ki so rodile makrosomnega, vrednosti indeksa Shannon nižje.  
Vrednosti indeksa Simpson so bile v primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile 
nemakrosomnega otroka, s skupino, ki so rodile makrosomnega otroka, statistično značilno 
nižje na taksonomskem nivoju družine in rodu v 2. trimestru nosečnosti (nivo družine, p = 
0,041; nivo rodu, p = 0,051). V 3. trimestru se vrednosti indeksa med skupinama niso 
statistično značilno razlikovale na nobenem taksonomskem nivoju. 
Preglednica 24: Indeksi α-diverzitete na treh taksonomskih nivojih (družina, rod, vrsta) v 2. in 3. trimestru 
nosečnosti med oblikovanima skupinama nosečnic.  
Table 24: α-diversity indices at three taxonomic levels (family, genus, species) in the 2nd and 3rd trimester 
of pregnancy between the formed groups of pregnant women. 
Molan K. Črevesna mikrobiota nosečnic z gestacijskim diabetesom in pojav makrosomije. 




    Mediana (minimum, maksimum)  




















2. 38,9 (28,0; 61,8) 67,4 (39,0; 88,0) 0,016 
3. 39,5 (7,6; 55,0) 69,3 (52,0; 120,9) 0,001 
Shannon 
2. 3,23 (2,66; 3,68) 3,43 (3,15; 4,37) 0,062 
3. 3,20 (2,16; 3,91) 3,57 (3,05; 4,16) 0,076 
Simpson 
2. 0,80 (0,75; 0,87) 0,85 (0,80; 0,92) 0,041 






2. 40,8 (26,0; 57,9) 55,4 (40,0; 89,0) 0,033 
3. 34,1 (6,7; 64,8) 64,3 (41,9; 125,8) 0,013 
Shannon 
2. 3,01 (2,36; 3,63) 3,33 (2,77; 4,22) 0,076 
3. 3,20 (1,90; 3,86) 3,51 (2,64; 4,00) 0,183 
Simpson 
2. 0,74 (0,68; 0,87) 0,81 (0,72; 0,91) 0,051 






2. 53,4 (35,0; 94,8) 70,8 (63,9; 104,6) 0,110 
3. 52,9 (12,5; 91,0) 92,5 (63,0; 137,6) 0,004 
Shannon 
2. 3,58 (2,43; 4,44) 4,03 (3,24; 4,52) 0,131 
3. 3,55 (2,66; 4,60) 4,26 (3,02; 4,94) 0,075 
Simpson 
2. 0,82 (0,60; 0,91) 0,89 (0,74; 0,92) 0,214 
3. 0,86 (0,64; 0,93) 0,90 (0,72; 0,95) 0,248 
Nosečnice, ki so rodile makrosomnega otroka, so imele v obeh trimestrih višjo β-diverziteto 
na vseh treh taksonomskih nivojih v primerjavi s skupino, ki so rodile nemakrosomnega 
otroka. Na taksonomskem nivoju družine je vrednost p med oblikovanima skupinama 
nosečnic znašala v 2. trimestru 0,013 in v 3. trimestru 0,003, na nivoju rodu v 2. trimestru 
0,033 in v 3. 0,016 ter na nivoju vrste v 2. trimestru 0,003 in v 3. trimestru 0,016 (slika 15).  
 
Slika 15: β-diverziteta nosečnic z makrosomnim in nemakrosomnim otrokom v obeh trimestrih 
nosečnosti.  
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Krogci 
ponazarjajo osamelce. Modra barva prikazuje razdalje Bray-Curtis na taksonomskem nivoju družine, 
oranžna barva razdalje na nivoju rodu in siva barva razdale na nivoju vrste, v obeh trimestrih nosečnosti 
med oblikovanima skupinama nosečnic (>= 90. Percentila, < 90. Percentila). Legenda poleg 
taksonomskega nivoja prikazuje tudi vrednosti p med oblikovanima skupinama nosečnic v obeh 
trimestrih.  
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Figure 15: β-diversity of pregnant women with macrosomic and normal - weight baby in both trimesters 
of pregnancy. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). The circles 
illustrate the outliers. The blue color shows Bray-Curtis distances at taxa-level, orange at genus level and 
gray at species level, in both trimesters of pregnancy between groups of pregnant women (>= 90th 
Percentile, < 90th Percentile). In addition to the taxonomic level, the legend shows p values between the 
formed groups of in both trimesters. 
4. 1. 1. 8  Klinični parametri in ostali dejavniki 
V primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, so imele nosečnice, ki 
so rodile makrosomnega otroka, višjo telesno maso (p = 0,041) in indeks telesne mase (p = 
0,016) pred zanositvijo. Med nosečnostjo so imele višji indeks HOMA (p = 0,034) in v 3. 
trimestru nižje koncentracije serumskega hemoglobina (p = 0,018) (preglednica 25).  
Preglednica 25: Razlike v osnovnih biokemijskih parametrih med skupinama nosečnic.    
Prikaz povprečja s standardnim odklonom (SD) (normalna porazdelitev podatkov) ali prikaz mediane s 
25. in 75. percentilo (asimetrična porazdelitev podatkov) skupaj za vse nosečnice in posamezno za skupino 
nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka (≥ 90.Percentila) in nemakrosomnega (< 90.Percentila), 
skupaj z vrednostjo p.  
Table 25: Differences in basic biochemical parameters between groups of pregnant women. 
Display of a mean value with standard deviation (SD) (normal data distribution) or median value with 
25th and 75th percentile (asymmetric data distribution) for all pregnant women and individually for the 
group that gave birth to a macrosomic baby ( ≥ 90th Percentile) and non-macrosomic (< 90th Percentile), 
with p value. 
 Povprečje ± SD/Mediana (25.; 75. percentila)  
Parameter 
Skupaj  ≥ 90. Percentila < 90. Percentila 
Vrednost p 
N = 18 N = 8 N = 10 
Starost (leta) 33 (4) 35 (4) 31 (4) 0,108 
Telesna masa (kg) 67,0 (60,6; 75,4) 78,7 (18,2) 62,0 (59,0; 68,0) 0,041 
Indeks Telesne Mase (kg/m2) 23,5 (21,5; 28,8) 28,1 (5,8) 22,0 (21,2; 25,0) 0,016 
Porast telesne mase med nosečnostjo (kg) 9,5 (5,1) 6,3 (3,9; 8,8) 11,1 (4,7) 0,100 
Koncentracija inzulina, 2T (mU/l) 9,7 (6,1; 15,0) 10,7 (9,6; 23,0) 7,2 (5,3; 13,1) 0,062 
Glukoza na tešče, 2T (mmol/l) 4,9 (0,5) 5,1 (0,5) 4,7 (0,6) 0,111 
HbA1c, 2T (%) 5,0 (0,3) 5,0 (0,4) 5,0 (0,2) 0,961 
HbA1c, 3T (%) 5,2 (0,4) 5,0 (0,3) 5,2 (0,3) 0,529 
Indeks HOMA  2 (1,3; 3,6) 2,6 (2,1; 5,3) 1,3 (0,9; 3,2) 0,034 
Skupen holesterol (mmol/l) 6,6 (0,9) 6,2 (0,7) 6,8 (1,0) 0,254 
HDL-holesterol (mmol/l) 2,1 (0,4) 2,0 (0,4) 2,1 (0,4) 0,663 
LDL-holesterol (mmol/l) 3,7 (0,9) 3,3 (0,4) 3,9 (1,0) 0,072 
Trigliceridi (mmol/l) 2,0 (0,5) 2,1 (0,6) 2,0 (0,5) 0,870 
Alanin aminotransferaza (ukat/l) 0,24 (0,20; 0,27) 0,24 (0,08) 0,25 (0,20; 0,31) 0,397 
Koncentracija hemoglobina, 2T (g/l) 128,8 (7,6) 127,8 (7,2) 129,7 (8,3) 0,630 
Koncentracija hemoglobina, 3T (g/l) 117 (8,3) 112,9 (9,1) 121,8 (4,4) 0,018 
Analizirali smo tudi povezave med rojstvom makrosomnega otroka ter prehranskimi in 
okoljskimi dejavniki (slika 16). Zaznali smo statistično značilne negativne povezave med 
rojstvom makrosomnega otroka in prehranskimi navadami nosečnic pred zanositvijo. Pojav 
makrosomije je negativno koreliral s količino zaužitih maščob in z izbiro bolj zdravih oblik 
maščobe (r = - 0,634, p < 0,01). Negativne korelacije smo zaznali tudi med pojavom 
makrosomije in prehranskimi navadami med nosečnostjo, in sicer z nižjim vnosom maščob 
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med nosečnostjo (r = - 0,567, p < 0,05), s pogostejšim nadomeščanjem mastnega mesa z 
nemastnim, perutnino, ribami in stročnicami (r = - 0,656, p < 0,01) in z uživanjem manj slane 











































































≥ 90. percentila  ٭ ٭٭ ٭٭ ٭ ٭ ٭٭ 
Maščobe pred nosečnostjo ٭ ٭ ٭ ٭  ٭٭  
Alkohol pred nosečnostjo ⃰ ٭٭    ٭  
Maščobe med nosečnostjo ٭٭  ٭٭    ٭ 
Nadomeščanje mastnega mesa med nosečnostjo ٭٭   ٭٭  ٭ ٭٭ 
Manj slana hrana med nosečnostjo ٭٭ ٭ ٭٭     
Odvajala v 3T ٭٭ ٭٭   ٭   
Slika 16: Spermanov diagram med makrosomnim izidom in prehranskimi navadami.  
Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema spremenljivkama in modra barva 
negativno korelacijo. Statistično značilne povezave med spremenljivkami so označene z zvezdico. Ena 
zvezdica v kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici mejo p < 0,01. 
Figure 16: Sperman diagram between macrosomal outcome and eating habits. 
The red color of the square indicates a positive correlation between the two variables and the blue color 
indicates a negative correlation. Statistically significant associations between variables are marked with 
an asterisk. One asterisk in the square indicates the limit of statistical significance p <0.05 and two 
asterisks the limit p <0.01. 
4. 1. 1. 9  Razlike v mikrobioti med vzorčenima trimestroma nosečnosti (2T in 3T) 
Želeli smo ugotoviti razlike v črevesni mikrobioti med vzorčenima trimestroma nosečnosti 
(2T in 3T). Analize smo naredili na skupnem vzorcu (n = 18) in posamezno za skupino 
nosečnic z GDM, ki so rodile nemakrosomnega otroka (< 90. percentila; n = 10), in za skupino 
z makrosomnim otrokom (≥ 90. percentila; n = 8). Statistično značilne razlike med 2T in 3T 
smo zaznali šele na nivoju razreda in sicer Deltaproteobacteria. Slika 17A prikazuje 
zastopanost razreda na celotnem vzorcu. Število predstavnikov razreda Deltaproteobacteria 
se je bistveno povečalo v 3T (p = 0,020). Odstotek uvrščenih OTU razreda se je statistično 
značilno razlikoval med trimestroma v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka 
(p = 0,026). Značilnih razlik med trimestroma v skupini nosečnic, ki so rodile 
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Slika 17: Prikaz zastopanosti razreda Deltaproteobacteria v 2. in 3. trimestru nosečnosti.  
17A prikazuje odstotek uvrščenih OTU Deltaproteobacteria na celotnem vzorcu in 17B posamezno za 
nosečnice, ki so rodile makrosomnega otroka (>= 90. Percentila, stolpič temno modre barve) in za 
nosečnice, ki so rodile nemakrosomnega otroka (< 90. Percentila, stolpič svetlo modre barve) v obeh 
trimestrih nosečnosti (2T in 3T).  
Figure 17: Figure 7: Representation of Deltaproteobacteria class in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy. 
17A shows the percentage of classified OTU Deltaproteobacteria for samples from all studied GDM women  
and 17B individually for GDM-women who gave birth to a macrosomic baby (> = 90. Percentile, bar in 
dark blue) and for GDM-women that gave birth to a non-macrosomic baby (<90. Percentile, bar in light 
blue) in both trimesters of pregnancy (2T and 3T). 
Statistično značilna je bila tudi razlika na nižjih taksonomskih nivojih, na nivoju reda 
Desulfuvibrionales, družine Desulfovibrionaceae, rodu Bilophila in vrste Bilophila 
wadsworthia. Odstotek uvrščenih OTU reda Desulfuvibrionales se je bistveno zvišal v 3T (p 
= 0,014) (slika 18A) in sicer zaradi statistično značilnega povišanja v skupini nosečnic, ki so 
rodile makrosomnega otroka (p = 0,048). Statistično značilnih razlik med trimestroma v 
skupini nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, nismo zaznali (p = 0,374) (slika 18B).  
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Slika 18: Prikaz zastopanosti reda Desulfuvibrionales v 2. in 3. trimestru nosečnosti.  
18A prikazuje odstotek uvrščenih OTU Desulfuvibrionales na celotnem vzorcu in 18B posamezno za 
nosečnice, ki so rodile makrosomnega otroka (>= 90. Percentila, stolpič temno modre barve) in za 
nosečnice, ki so rodile nemakrosomnega otroka (< 90. Percentila, stolpič svetlo modre barve) v obeh 
trimestrih nosečnosti (2T in 3T).   
Figure 18: Representation of Desulfuvibrionales in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy. 
18A shows the percentage of classified OTU Desulfuvibrionales for samples from all studied GDM women  
over the entire sample and 18B individually for GDM-women who gave birth to a macrosomal baby (>= 
90. Percentile, bar in dark blue) and for GDM-women who gave birth to a non-macrosomic baby (<90. 
Percentile, bar light blue) in both trimesters of pregnancy (2T and 3T).  
Statistično značilna razlika med 2T in 3T smo zaznali le v odstotku uvrščenih OTU družin 
Desulfovibrionaceae. Iz slike 19A je razvidno, da se je v 3T odstotek uvrščenih OTU družine 
zvišal (p = 0,035) v primerjavi z 2T. V 3T smo zaznali signifikantno zvišan odstotek uvrščenih 
OTU Desulfovibrionaceae v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka (p = 0,048), 
medtem ko razlik v skupini nosečnic z nemakrosomnim otrokom med trimestroma nismo 
zaznali (p = 0,443) (slika 19B).  
A     B 
 
Slika 19: Prikaz zastopanosti družine Desulfovibrionaceae v 2. in 3. trimestru nosečnosti.   
19A prikazuje odstotek uvrščenih OTU družin na celotnem vzorcu. 19B prikazuje odstotek uvrščenih 
OTU Desulfovibrionaceae v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka (>= 90. Percentila, stolpič 
temno modre barve) in v skupini, ki so rodile nemakrosomnega otroka (< 90. Percentila, stolpič svetlo 
modre barve) v obeh trimestrih nosečnosti (2T in 3T).  
Figure 19: Representation of Desulfovibrionaceae family in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy. 
19A shows the percentage of classified OTU families across the entire sample. 19B shows the percentage 
of classified OTU Desulfovibrionaceae in the GDM-women group that gave birth to a macrosomal baby 
(> = 90. Percentile, bar in dark blue) and in the group that gave birth to a non-macrosomic baby (<90. 
Percentile, bar in light blue) in both trimesters of pregnancy (2T and 3T).  
V skupnem vzorcu se je v 3T število predstavnikov rodu Bilophila statistično značilno 
povečalo (p = 0,044). Slika 20B prikazuje v 3T mejno statistično značilno povišanje odstotka 
uvrščenih OTU Bilophila v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka (p = 0,052), 
medtem ko v skupini nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka statistično značilnih 
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Slika 20: Prikaz zastopanosti rodov Bilophila v 2. in 3. trimestru nosečnosti.    
20A prikazuje odstotek uvrščenih OTU rodov na celotnem vzorcu. 20B prikazuje odstotek uvrščenih OTU 
Bilophila v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka (>= 90. Percentila, stolpič temno modre 
barve) in v skupini, ki so rodile nemakrosomnega otroka (< 90. Percentila, stolpič svetlo modre barve) v 
obeh trimestrih nosečnosti (2T in 3T).  
Figure 20: Representation of the Bilophila in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy. 
20A shows the percentage of classified OTU genera over the entire sample. 20B shows the percentage of 
OTU Bilophila in the pregnant group that gave birth to a macrosomic baby (>= 90. Percentile, bar dark 
blue) and in the group that gave birth to a non-macrosomic baby (<90. Percentile, bar light blue) in both 
trimesters of pregnancy (2T and 3T).  
Glede na 2T smo v 3T zaznali statistično značilno povišanje odstotka uvrščenih OTU vrste B. 
wadsworthia pri analizi celotnega vzorca (slika 21A). Slika 21B prikazuje povišanje odstotka 
uvrščenih OTU vrste B. wadsworthia v 3T v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega 
otroka, a z mejno statistično značilno razliko (p = 0,063). V skupini nosečnic, ki so rodile 
nemakrosomnega otroka, razlike niso bile statistično značilne (p = 0,304).  
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Slika 21: Prikaz zastopanosti vrste Bilophila wadsworthia v 2. in 3. trimestru nosečnosti.     
21A prikazuje odstotek uvrščenih OTU vrst na celotnem vzorcu. 21B prikazuje odstotek uvrščenih OTU 
Bilophila wadsworthia v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka (>= 90. Percentila, stolpič 
temno modre barve) in v skupini, ki so rodile nemakrosomnega otroka (< 90. Percentila, stolpič svetlo 
modre barve) v obeh trimestrih nosečnosti (2T in 3T).  
Figure 21: Representation of Bilophila wadsworthia in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy. 
11A shows the percentage of classified OTU of species in the entire sample. 11B shows the percentage of 
OTU Bilophila wadsworthia in the pregnant group that gave birth to a macrosomic baby (>= 90. Percentile, 
bar in dark blue) and in the group that gave birth to a non-macrosomic (< 90. Percentile, bar in light blue) 
in both trimesters of pregnancy (2T and 3T).  
4. 1. 1. 9. 1  α-in β-diverziteta v obeh trimestrih nosečnosti 
Preglednica 26 prikazuje α-diverziteto in slika 22 β-diverziteto na treh taksonomskih nivojih 
(družina, rod, vrsta) v obeh trimestrih nosečnosti.  
V primerjavi z 2T je bil v 3T indeks Chao1 višji na vseh treh taksonomskih nivojih, a ne 
statistično značilno. Vrednost p se je najbolj približala meji statistične značilnosti na nivoju 
vrste (p = 0,278). Indeksa Shannon in Simpson sta bila v obeh trimestrih primerljiva 
(preglednica 26). 
Preglednica 26: α-diverziteta v 2. in 3. trimestru nosečnosti. 
Za vsak indeks (Chao1, Shannon, Simpson) so v obeh trimestrih nosečnosti navedene povprečne vrednosti, 
skupaj s standardno napako (SE) in vrednostjo p. Indeksi so podani za taksonomski nivo družine, rodu in 
vrste.  
Table 26: α-diversity in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy. 
For each index (Chao1, Shannon, Simpson), mean values are given in both trimesters of pregnancy, along 
with standard error (SE) and p value. Indices are given for the taxonomic level of family, genus and 
species. 



















 Chao1  
2. 54,2  (4,2)  
0,736 
3. 55,6 (6,2)  
Shannon  
2. 3,41 (0,09)  
0,582 
3. 3,36 (0,13)  
Simpson 
2. 0,84 (0,01)  
0,504 






2. 51,4 (3,8) 
0,464 
3. 54,9 (6,5)  
Shannon 
2. 3,24 (0,11)   
0,961 
3. 3,24 (0,13)  
 Simpson 
2. 0,79 (0,02) 
0,983 






2. 70,5 (4,4) 
0,278 
3. 77,1 (7,3) 
Shannon 
2. 3,74 (0,14)   
0,389 
3. 3,89 (0,17)  
Simpson 
2. 0,83 (0,02) 
0,406 
3. 0,85 (0,02) 
V primerjavi z 2T je bila β-diverziteta v 3T višja na vseh treh taksonomskih nivojih, a 
statistično značilno le na nivoju družine (p = 0,040).  
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Slika 22: β-diverziteta v 2. in 3. trimestru nosečnosti.  
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Modra 
barva označuje β-diverziteto na taksonomskem nivoju družine, oranžna na nivoju rodu in siva na nivoju 
vrste v 2. in 3. trimestru nosečnosti (2T in 3T).    
Figure 22: β-diversity in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). Blue indicates β-
diversity at the taxonomic level of the family, orange at the genus level and gray at the species level in the 
2nd and 3rd trimester of pregnancy (2T and 3T).  
Ob razdelitvi skupnega vzorca na skupino nosečnic z makrosomnim in nemakrosomnim 
otrokom se je pokazalo, da je povišanje β-diverzitete v skupnem vzorcu iz 2T v 3T odraz 
povišanja v skupini nosečnic z GDM, ki so rodile nemakrosomnega otroka. Statistično 
značilna je bila le razlika na taksonomskem nivoju rodu (p = 0,040), blizu meje statistične 
značilnosti pa je bila tudi razlika v β-diverziteti med trimestroma na nivoju družine (p = 0,062) 
(slika 23A). Razlik med trimestroma v skupini nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka, 
nismo zaznali (slika 23B).      
      A       B 
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Slika 23: β-diverziteta v 2. in 3. trimestru, razdeljen vzorec. 
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Krogci 
ponazarjajo osamelce. Modra barva označuje β-diverziteto na taksonomskem nivoju družine, oranžna na 
nivoju rodu in siva na nivoju vrste v 2. in 3. trimestru nosečnosti (2T in 3T). Slika A prikazuje razliko v 
β-diverziteti iz 2T v 3T v skupini nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka in slika B razliko v skupini 
nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka. Podane so tudi vrednosti p med 2T in 3T za posamezni 
taksonomski nivo.      
Figure 23: β-diversity in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy, split sample.  
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). The circles 
illustrate the outliers. Blue indicates β-diversity at family taxonomic level, orange at the genus level and 
gray at the species level in the 2nd and 3rd trimesters of pregnancy (2T and 3T). Figure A shows the 
difference in β-diversity from 2T to 3T in the group of pregnant women who gave birth to a non-
macrosomic baby and Figure B the difference in the group of pregnant women who gave birth to a 
macrosomic baby. p values between 2T and 3T for each taxonomic level are also given. 
4. 1. 2  Razlike v črevesni mikrobioti nosečnic z GDM glede na indeks telesne mase pred 
zanositvijo (ITMz) in glede na porast telesne mase med nosečnostjo  
Iz preglednice 18 (stran 46) je razvidno, da so nosečnice z GDM in z ITMz ≥ 25 kg/m2 
pridobile značilno manj kilogramov med nosečnostjo v primerjavi z nosečnicami z GDM in z 
ITMz < 24,95 kg/m2. Prav tako so nosečnice z ITMz ≥ 25 kg/m2 značilno večkrat rodile 
makrosomnega otroka v primerjavi s skupino nosečnic z ITMz < 24,95 kg/m2. Rezultate smo 
prikazali s Spermanovimi matrikami (slike 28‒31). Če je korelacija bila prisotna pri več 
kriterijih (ITMz, porast telesne mase med nosečnostjo, percentila porodne mase), smo jo 
pripisali tistemu, kjer je bila bolj statistično značilna in z višjim koeficientom r.       
Na taksonomskem nivoju debla bi izpostavili pozitivno korelacijo med ITMz in odstotku 
uvrščenih OTU Proteobacteria v 3. trimestru nosečnosti (3T) (r = 0,615, p = 0,007). Na nivoju 
razreda smo zaznali pozitivni korelaciji med ITMz in odstotkom uvrščenih OTU Bacilli (r = 
0,521, p = 0,027) in Flavobacteria (r = 0,505, p = 0,032). Z ITMz je še pozitivno koreliral 
odstotek OTU Coriobacteriales (r = 0,480, p = 0,044) a hkrati tudi negativno s porastom 
telesne mase med nosečnostjo (r = - 0,506, p = 0,032). Odstotek uvrščenih OTU Clostridiales 
je negativno koreliral z ITMz (r = - 0,534, p = 0,023), a še bolj negativno s percentilo porodne 
mase otroka (r = - 0,773, p = 0,0002). Selenomonadales pa je v 3. trimestru koreliral pozitivno 
s percentilo porodne mase (r = 0,498, p = 0,035), a še bolj pozitivno z ITMz (r = 0,620, p = 
0,006). Izključno s porastom telesne mase med nosečnostjo je koreliral odstotek uvrščenih 
OTU Actinobacteria v 2. trimestru nosečnosti (r = - 0,490, p = 0,039) in Enterobacteriales v 
3. trimestru (r = - 0,483, p = 0,042), oba negativno, torej nižji kot je bil odstotek uvrščenih 
taksonov, več kilogramov so nosečnice pridobile med nosečnostjo (slika 24).  
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ITMz    ٭٭ ٭ ٭  ٭ ٭ ٭٭  
Porast telesne teže       ٭   ٭ ٭ 
Percentila porodne teže         ٭ ٭٭  
3T Proteobacteria ٭٭           
Bacilli ٭           
Flavobacteria ٭           
Actinobacteria  ٭          
Coriobacteriales ٭ ٭          
3T Clostridiales ٭٭  ٭         
3T Selenomonadales ٭  ٭٭         
3T Enterobacteriales  ٭          
Slika 24: Spermanov diagram korelacij med ITMz, porastom telesne mase med nosečnostjo in percentilo 
porodne mase ter odstotki uvrščenih OTU posameznega debla, razreda in reda.  
Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema dejavnikoma/spremenljivkama in modra 
barva negativno korelacijo. Statistično značilne povezave med dejavniki/parametri smo označili z 
zvezdicami. Ena zvezdica v kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici v 
kvadratu mejo p < 0,01. 
Figure 24: Sperman diagram of correlations between ITMz, weight gain during pregnancy and percentile 
of birth weight, and percentages of OTUs for each phylum, class and order.  
The red color of the square indicates a positive correlation between the two factors/variables and the blue 
color indicates a negative correlation. Statistically significant associations between factors/parameters 
were marked with asterisks. One asterisk in the square represents the limit of statistical significance p 
<0.05 and two asterisks in the square limit p <0.01.  
Na taksonomskem nivoju družine bi v 2. trimestru nosečnosti izpostavili pozitivno korelacijo 
med ITMz in odstotku uvrščenih OTU Cytophagaceae (r = 0,668, p = 0,003) in 
Flavobacteriaceae (r = 0,485, p = 0,042). Negativne korelacije smo zaznali med ITMz in 
odstotkom uvrščenih OTU Hyphomicrobiaceae v 2. trimestru nosečnosti ter odstotkom 
uvrščenih OTU Eubacteriaceae v 3. trimestru. V 3. trimestru je odstotek uvrščenih OTU 
Streptococcaceae negativno koreliral z ITMz (r = - 0,587, p = 0,010) in tudi s percentilo 
porodne mase (r = - 0,505, p = 0,032). Prav tako tudi odstotek uvrščenih OTU 
Gracilibacteraceae, a bolj izrazito s percentilo porodne mase (r = - 0,592, p = 0,010), kot z 
ITMz (r = - 0,488, p = 0,040). S porastom telesne mase je pozitivno koreliral odstotek 
uvrščenih OTU Colwelliaceae in Lachnospiraceae, oba v 3. trimestru nosečnosti. S porastom 
telesne mase je negativno koreliral odstotek uvrščenih OTU neuvrščenih Clostridiales (r = - 
0,480, p = 0,044) in Coriobacteriaceae (r = - 0513, p = 0,030) v 2. trimestru nosečnosti ter 
odstotek OTU Enterobacteriaceae (r = - 0,487, p = 0,041) v 3. trimestru (slika 25).  
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ITMz    ٭  ٭  ٭ ٭  ٭٭   ٭٭  ٭ ٭ 
Porast telesne mase      ٭  ٭   ٭  ٭   ٭  
Percentila porodne mase             ٭٭    ٭ 
Peptostreptococcaceae ٭                 
Oxalobacteraceae ٭                 
unclassified Clostridiales  ٭                
Flavobacteriaceae ٭                 
Hyphomicrobiaceae ٭                 
Coriobacteriaceae  ٭                
Cytophagaceae ٭٭                 
3T Colwelliaceae  ٭                
3T Acidaminococcaceae ٭                 
3T Streptococcaceae ٭  ٭               
3T Enterobacteriaceae  ٭                
3T Eubacteriaceae ٭                 
3T Lachnospiraceae  ٭                
3T Gracilibacteraceae ٭٭  ٭               
Slika 25: Spermanov diagram korelacij med ITMz, porastom telesne mase med nosečnostjo in percentilo 
porodne mase ter odstotki uvrščenih OTU posamezne družine.  
Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema dejavnikoma/spremenljivkama in modra 
barva negativno korelacijo. Statistično značilne povezave med dejavniki/parametri smo označili z 
zvezdicami. Ena zvezdica v kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici v 
kvadratu mejo p < 0,01. 
Figure 25: Sperman diagram of correlations between ITMz, weight gain during pregnancy and percentile 
of birth weight, and percentages of OTUs for each familly. 
The red color of the square indicates a positive correlation between the two factors/variables and the blue 
color indicates a negative correlation. Statistically significant associations between factors/parameters 
were marked with asterisks. One asterisk in the square represents the limit of statistical significance p 
<0.05 and two asterisks in the square limit p <0.01. 
Na taksonomskem nivoju rodu bi izpostavili pozitivno korelacijo med ITMz in odstotkom 
uvrščenih OTU Pseudomonas v 2. trimestru nosečnosti (r = 0,530, p = 0,024) ter 
Phascolarctobacterium v 3. trimestru (r = 0,427, p = 0,048). Ostale prikazane statistično 
značilne korelacije z ITMz so negativne. V 2. trimestru nosečnosti je obstajala negativna 
korelacija med ITMz in odstotkom uvrščenih OTU Coprococcus, Gemmiger in Parasutterella 
ter v 3. trimestru korelacija z odstotkom uvrščenih OTU Eubacterium, Lactobacillus in 
Enhydrobacter. V 3. trimestru je odstotek uvrščenih OTU Streptococcus negativno koreliral 
z ITMz (r = - 0,606, p = 0,008) in percentilo porodne mase otroka (r = - 0,613, p = 0,007). S 
porastom telesne mase med nosečnostjo je negativno koreliral odstotek uvrščenih OTU 
Ruminococcus (r = - 0,657, p = 0,003), Alistipes (r = - 0,475, p = 0,046) in Streptococcus (r = 
- 0,551, p = 0,018) v 2. trimestru nosečnosti (slika 26).  
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ITMz      ٭ ٭ ٭ ٭٭ ٭ ٭ ٭   ٭٭ ٭ 
Porast telesne mase    ٭   ٭ ٭٭        
Percentila porodne mase            ٭٭    
Ruminococcus  ٭٭              
Alistipes  ٭              
Pseudomonas ٭               
Coprococcus ٭٭               
Streptococcus  ٭              
Gemmiger ٭               
Parasutterella ٭               
3T Eubacterium ٭               
3T Streptococcus ٭٭  ٭٭             
3T Lactobacillus ٭               
3T Enhydrobacter ٭               
3T Phascolarctobacterium ٭               
Slika 26: Spermanov diagram korelacij med ITMz, porastom telesne mase med nosečnostjo in percentilo 
porodne mase ter odstotki uvrščenih OTU posameznega rodu.  
Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema dejavnikoma/spremenljivkama in modra 
barva negativno korelacijo. Statistično značilne povezave med dejavniki/parametri smo označili z 
zvezdicami. Ena zvezdica v kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici v 
kvadratu mejo p < 0,01. 
Figure 26 Sperman diagram of correlations between ITMz, weight gain during pregnancy and percentile 
of birth weight, and percentages of OTUs for each genus. 
The red color of the square indicates a positive correlation between the two factors/variables and the blue 
color indicates a negative correlation. Statistically significant associations between factors/parameters 
were marked with asterisks. One asterisk in the square represents the limit of statistical significance p 
<0.05 and two asterisks in the square limit p <0.01. 
Na taksonomskem nivoju vrste smo v 2. trimestru nosečnosti zaznali pozitivno korelacijo med 
ITMz in Ruminococcus callidus, a hkrati negativno korelacijo s porastom telesne mase med 
nosečnostjo. V 3. trimestru smo zaznali pozitivno korelacijo izključno med ITMz in Alistipes 
indistinctus. Izpostavili bi negativno korelacijo med ITMz in odstotkom uvrščenih OTU 
Blautia wexlerae v 2. trimestru ter odstotkom uvrščenih OTU vrste Eubacterium eligens v 3. 
trimestru nosečnosti. Ostale statistično značilne korelacije med ITMz in uvrščenimi OTU vrst 
so se pojavile hkrati s percentilo porodne mase otroka. V 2. trimestru je bila korelacija z OTU 
Odoribacter splanchnicus močnejša s percentilo porodne mase (r = - 0,816. p < 0,001) v 
primerjavi z ITMz (r = - 0,559, p = 0,016), medtem ko sta bili v 3. trimestru korelaciji z OTU 
vrst Blautia obeum in Streptococcus thermophilus primerljivi z ITMz in percentilo porodne 
mase otroka (slika 27).   
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ITMz       ٭٭ ٭٭ ٭ ٭٭ ٭ ٭ ٭  ٭  
Porast telesne mase    ٭       ٭ ٭ ٭ ٭ ٭ ٭ 
Percentila porodne mase           ٭ ٭٭ ٭٭    
Blautia obeum  ٭               
Subdoligranulum sp.  ٭               
Bacteroides sp.  ٭               
Bacteroides uniformis ٭ ٭               
Alistipes finegoldii  ٭               
Ruminococcus callidus ٭ ٭               
Blautia wexlerae ٭                
Odoribacter splanchnicus ٭٭  ٭              
3T Blautia obeum ٭٭  ٭٭              
3T Streptococcus thermophilus ٭  ٭              
3T Eubacterium eligens ٭٭                
3T Alistipes indistinctus ٭٭                
3T Bacteroides faecis  ٭               
Slika 27: Spermanov diagram korelacij med ITMz, porastom telesne mase med nosečnostjo in percentilo 
porodne mase ter odstotki uvrščenih OTU posamezne vrste.  
Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema dejavnikoma/spremenljivkama in modra 
barva negativno korelacijo. Statistično značilne povezave med dejavniki/parametri smo označili z 
zvezdicami. Ena zvezdica v kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici v 
kvadratu mejo p < 0,01. 
Figure 27: Sperman diagram of correlations between ITMz, weight gain during pregnancy and percentile 
of birth weight, and percentages of OTUs for each species.  
The red color of the square indicates a positive correlation between the two factors/variables and the blue 
color indicates a negative correlation. Statistically significant associations between factors/parameters 
were marked with asterisks. One asterisk in the square represents the limit of statistical significance p 
<0.05 and two asterisks in the square limit p <0.01. 
4. 2  KRATKOVERIŽNE MAŠČOBNE KISLINE (KMK) V FECESU 
NOSEČNIC Z GDM 
Iz fecesa nosečnic drugega (2T) in tretjega (3T) trimestra smo izolirali acetat, propionat in 
butirat. Analizirali smo podatke 47 nosečnic, 45 v vsakem trimestru, saj fecesa 2T nosečnic z 
oznakama A11 in B2 ter 3T nosečnic z oznakama A34 in A36 nismo več imeli na razpolago.  
Parni test T ni pokazal statistično značilnih razlik v povprečju analiziranih KMK med 
trimestroma nosečnosti (preglednica 27).  
Preglednica 27: KMK v 2. in 3. trimestru nosečnosti.  
Prikazana so povprečja koncentracij s standardno napako (SE) posameznih KMK (acetat, propionat, 
butirat) in seštevek vsek treh KMK v obeh trimestrih. Podane so tudi vrednosti p.   
Table 27: SCFA in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy. 
The averages of concentrations with standard error (SE) of each SCFA (acetate, propionate, butyrate) 
and the sum of all three SCFA in both trimesters are shown. The p values are also given. 
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Povprečje (SE) (μmol/g fecesa) 
 
2. Trimester 3. Trimester Vrednost p 
Acetat 311,0 (17,4) 306,7 (19,5) 0,615 
Propionat 48,7 (3,2) 48,2 (4,9) 0,652 
Butirat 120,5 (7,6) 115,6 (7,3) 0,644 
Skupaj  480,3 (28,2) 470,5 (31,8) 
 
V literaturi zasledimo, da je razmerje acetat:propionat:butirat v fecesu zdravih ljudi okoli 
60:20:20. Edini podatek iz literature o vsebnosti KMK v fecesu nosečnic (Jost in sod., 2014) 
navaja koncentracije, a ne razmerja, zato smo preračunali in dobili razmerje 65:15:20.  
Razmerje med KMK je pri nosečnicah z GDM nekoliko drugačno v primerjavi s podatkom iz 
literature, ki se nanaša na zdrave ljudi, a blizu podatku zdravih nosečnic. Velja izpostaviti 
nižje vrednosti propionata oziroma povišane vrednosti butirata in tudi acetata. Razmerje med 
KMK je bilo enako v obeh trimestrih (preglednica 28).  
Preglednica 28: Razmerje Acetat:Propionat:Butirat v obeh trimestrih nosečnosti.  
Prikazana so razmerja med glavnimi KMK pri odraslem človeku in pri zdravih nosečnicah (podatka iz 
literature). Zadnja dva stolpca prikazujeta razmerje KMK v 2. in 3. trimestru, izračunana v naši skupini 
nosečnic z GDM.  
Table 28: Acetate:Propionate:Butyrate ratio in both trimesters of pregnancy. 
Relationships between major SCFA in adults and healthy pregnant women are shown (literature data). 
The last two columns show the 2nd and 3rd trimesters SCFA ratios calculated for our group of GDM-
women. 
 Razmerje Acetat:Propionat:Butirat 
SCFA 
Odrasel zdrav človek 
(podatek iz literature) 
Zdrave nosečnice 
(Jost in sod., 2014) 
Nosečnice z GDM 
2. Trimester 3. Trimester 
Acetat 60 65 65 65 
Propionat 20-25 15 10 10 
Butirat 15-20 20 25 25 
4. 2. 1  KMK in pojav makrosomije 
Analizirali smo podatke 44 nosečnic. Podatkov o porodni masi otrok nosečnic z oznako A1, 
A36 in A50 nismo imeli na razpolago. 30 nosečnic je rodilo nemakrosomnega otroka in 14 
nosečnic makrosomnega otroka.  
Vrednosti vseh analiziranih KMK so bile v skupini nosečnic z GDM, ki so rodile 
makrosomnega otroka, višje kot v skupini nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, a 
se vrednosti niso razlikovale statistično značilno (preglednica 29). 
Preglednica 29: KMK v fecesu nosečnic z makrosomnim in nemakrosomnim otrokom.  
Koncentracije KMK v skupinah nosečnic, ki so rodile makrosomnega (≥ 90. Percentila) in 
nemakrosomnega otroka (< 90. Percentila). Leva stran preglednice prikazuje koncentracije KMK v 2. 
trimestru in desna stran koncentracije v 3. trimestru.  
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Table 29: SCFA in feces of pregnant women with a macrosomic and non-macrosomic baby. 
SCFA concentrations in groups of pregnant women who gave birth to a macrosomic (≥ 90th percentile) 
and non-macrosomic baby (< 90th percentile). The left side of the table shows SCFA concentrations in the 
2nd trimester and the right side the concentrations in the 3rd trimester.  
KMK  
2. Trimester  
Povprečje (SE) (μmol/g fecesa)  
3. Trimester 
Povprečje (SE) (μmol/g fecesa) 
< 90. Percentila ≥ 90. Percentila 
Vrednost 
p 
< 90. Percentila ≥ 90. Percentila 
Vrednost 
p 
Acetat 337,3 (22,1) 307,3 (23,8) 0,362 367,9 (41,6) 285,9 (20,3) 0,092 
Propionat 57,1 (5,2) 46,2 (3,9) 0,119 54,8 (10,8) 45,5 (5,6) 0,401 
Butirat 127,6 (11,1) 120,5 (10,6) 0,685 127,7 (13,5) 113,1 (8,7) 0,357 
4. 2. 2  KMK glede na Indeks Telesne Mase pred zanositvijo  
Za kriterij ITMz smo iz analiz izločili nosečnici z oznakama A12 in A38 z ITMz med 25 in 
26 kg/m2 in v analize vključili 45 nosečnic, 32 z ITMz < 25 kg/m2 in 13 z ITMz > 26 kg/m2. 
Za kriterij porasta telesne mase med nosečnostjo smo vključili podatke 42 nosečnic. 35 
nosečnic je med nosečnostjo pridobilo na telesni masi v okviru veljavnih kliničnih priporočil 
(Institute of Medicine, 2009), 7 nosečnic pa se je zredilo prekomerno.     
Nosečnice z GDM, ki so pred zanositvijo imele ITMz < 25, so imele v fecesu statistično 
značilno nižje vrednosti acetata (slika 28A) in propionata (slika 28B) v obeh trimestrih 
nosečnosti (2T in 3T) v primerjavi z nosečnicami, ki so pred zanositvijo imele ITMz > 26. 
       A       B 
 
Slika 28: Koncentracije acetata in propionata glede na ITMz v obeh trimestrih.  
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Krogci 
ponazarjajo osamelce. 32A prikazuje koncentracije acetata, modra barva v 2. trimestru (2T) in oranžna 
barva v 3. trimestru (3T) pri obeh skupinah nosečnic (ITMz < 25, ITMz > 26). 32B prikazuje koncentracije 
propionata, rumena barva v 2T in zelena barva v 3T pri obeh skupinah nosečnic. Legendi poleg imena 
kratko verižne maščobne kisline prikazujeta tudi vrednosti p med oblikovanima skupinama nosečnic v 
posameznem trimestru nosečnosti.  
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Figure 28: Acetate and propionate concentrations by BMI in both trimesters. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). The circles 
illustrate the outliers. 32A shows acetate concentrations, blue in 2nd trimester (2T) and orange in 3rd 
trimester (3T) in both groups (ITMz <25, ITMz> 26). 32B shows propionate concentrations, yellow in 2T 
and green in 3T in both pregnant women. The legends, in addition to the name of the short-chain fatty 
acid, also show p values between the formed groups of GDM-women in each trimester of pregnancy. 
Nosečnice z normalno telesno maso pred zanositvijo so se statistično značilno več zredile tudi 
v primerjavi s skupino z ITMz > 26 kg/m2 (p = 0,017), kjer smo izločili nosečnice z ITMz 
med 25‒26 kg/m2. Nosečnice z ITMz > 26 kg/m2 so imele statistično značilno višje vrednosti 
serumskega encima GGT v primerjavi z nosečnicami z ITMz < 26 kg/m2 (p = 0,005) in tudi 
višje koncentracije inzulina v 2T (p = 0,002). Mejna statistično značilna razlika med 
skupinama je bila tudi v vrednostih krvnega tlaka v 2T, in sicer so nosečnice z ITMz > 26 
kg/m2 imele višje vrednosti sistoličnega (p = 0,057) in diastoličnega krvnega tlaka (p = 0,054) 
kot skupina z ITMz < 26 kg/m2 (preglednica 30).       
Preglednica 30: Parametri, ki smo jih spremljali med nosečnostjo.  
Podan je parameter za vse nosečnice in posamezno za skupino nosečnic z ITMz < 26 in ITMz > 26. Podana 
je tudi vrednost p.  
Table 30: The parameters we monitored during pregnancy. 
The parameter for all pregnant women and individually for the group of GDM-women with ITMz < 26 
and ITMz > 26. The p value is also given. 
Parameter 




(N = 45) 
ITMz < 26 
(N = 32) 
ITMz > 26 
 (N = 13) 
Starost (leta) 32 (5) 32 (5) 31 (4) 0,961 
ITMz (kg/m2) 23 (21; 27) 22 (21; 23) 29 (28; 35) 3,18E-6 
Porast telesne mase med nosečnostjo (kg) 10,3 (6,7; 13,9) 12,4 (7,6; 15,5) 7,0 (2,5; 9,2) 0,017 
Holesterol (mmol/l) 6,5 (1,1) 6,5 (1,1) 6,3 (0,8) 0,116 
Serumski trigliceridi (mmol/l) 1,8 (0,6) 1,7 (0,5) 2,0 (0,6) 0,498 
Serumski AST (microkat/l) 0,27 (0,08) 0,27 (0,07) 0,28 (0,10) 0,686 
Serumski ALT (microkat/l) 0,26 (0,08) 0,26 (0,09) 0,27 (0,07) 0,890 
Serumski GGT (microkat/l) 0,14 (0,05) 0,13 (0,04) 0,18 (0,05) 0,005 
Serumski hemoglobin – 1st trimester (g/l) 129 (9) 128 (10) 131 (6) 0,951 
Serumski hemoglobin – 3. trimester (g/l) 118 (20) 118 (23) 120 (13) 0,851 
Koncentracija inzulina, 2T (mU/l) 9,4 (7,8) 7,7 (6,3) 13,9 (9,5) 0,002 
Hba1cc – 2T (%) 5,1 (0,4) 5,1 (0,3) 5,3 (0,5) 0,099 
HbA1c – 3T (%) 5,2 (0,3) 5,1 (0,4) 5,3 (0,3) 0,255 
Sistolični krvni tlak – 2T (mmHg) 117 (14) 113 (10) 124 (16) 0,057 
Sistolični krvni tlak – 3T (mmHg) 116 (17) 108 (13) 124 (21) 0,292 
Diastolični krvni tlak – 2T (mmHg) 74 (9) 72 (7) 78 (9) 0,054 
Diastolični krvni tlak – 3T (mmHg) 78 (12) 75 (13) 85 (11) 0,375 
Model multiple linearne regresije s prediktorji acetata v 2. trimestru nosečnosti je pokazal, da 
ITMz in serumski holesterol statistično značilno vplivata na izid odvisne spremenljivke, to je 
koncentracija acetata v 2. trimestru nosečnosti (ITMz, p = 0,016; serumski holesterol, p = 
0,005). Ko se je indeks telesne mase pred nosečnostjo povečal za eno enoto standardne 
deviacije, se je koncentracija acetata v 2. trimestru nosečnosti povečala za 0,373 enote 
standardne deviacije, in ko se je serumski holesterol povečal za eno enoto standardne 
deviacije, se je koncentracija acetata v 2. trimestru povečala za 0,448 enote standardne 
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deviacije. 29,7 odstotka variance odvisne spremenljivke (koncentracija acetata v 2. trimestru) 
lahko razložimo z neodvisnima spremenljivkama (R2 = 0,297, p = 0,003) (preglednica 31).   
Preglednica 31: Prediktorji acetata v 2. trimestru nosečnosti. 
Model multiple linearne regresije. Odvisna spremenljivka je koncentracija acetata v 2. trimestru 
nosečnosti, neodvisni spremenljivki sta indeks telesne mase pred zanositvijo (ITMz) in vrednosti 
serumskega holesterola. Podan je še koeficient Beta in vrednost p. 
Table 31: Acetate predictors in the 2nd trimester of pregnancy. 
Multiple linear regression model. The dependent variable is the concentration of acetate in the 2nd 
trimester of pregnancy, the independent variables are BMI and serum cholesterol values. The Beta 
coefficient and the p values are also given. 
Odvisna spremenljivka  Neodvisna spremenljivka  Beta p 
Acetat – 2. trimester Indeks telesne mase pred zanositvijo 
– ITMz  
0,373 0,016 
 
Serumski holesterol 0,448 0,005 
  R2 = 0,297, p = 0,003. 
4. 2. 3   KMK glede na porast telesne mase med nosečnostjo 
Nosečnice s prekomernim porastom telesne mase (16 kg za normalno težke nosečnice, več 
kot 11,5 kg za nosečnice s povišano telesno maso in več kot 9 kg za debele) so imele v fecesu 
višje koncentracije KMK v obeh trimestrih v primerjavi z nosečnicami z normalnim porastom 
telesne mase (porast TT 16/11,5/9 kg ali manj). Statistično značilna je bila le razlika v 
koncentraciji butirata v 3. trimestru nosečnosti (p = 0,032) (preglednica 32).  
Preglednica 32: KMK glede na porast telesne mase med nosečnostjo.  
Povprečja koncentracij acetata, propionata in butirata s standardno napako (SE) v skupini nosečnic z 
normalnim porastom telesne mase med nosečnostjo (Normalen porast TT) in v skupini s prekomernim 
porastom (Prekomeren porast TT). Leva stran preglednice prikazuje koncentracije KMK v 2. trimestru 
in desna stran koncentracije v 3. trimestru nosečnosti. 
Table 32: SCFA by gestational weight gain. 
Mean concentrations of acetate, propionate, and butyrate with standard error (SE) in the GDM-women 
with normal weight gain during pregnancy and excessive eight gain. The left side of the table shows SCFA 
concentrations in the 2nd trimester and the right side the concentrations in the 3rd trimester of pregnancy. 
 2. Trimester  
Povprečje (SE) (μmol/g fecesa)  
3. Trimester 














Acetat 304,6 (22,6) 360,5 (47,6) 0,265 289,5 (25,3) 348,7 (53,7) 0,292 
Propionat 46,5 (4,1) 55,4 (7,9) 0,316 43,5 (5,1) 49,5 (14,1) 0,625 
Butirat 120,6 (8,4) 133,2 (14,6) 0,479 109,2 (8,7) 151,3 (18,3) 0,032 
Model multiple linearne regresije s prediktorji porasta telesne mase med nosečnostjo je 
pokazal, da ITMz in koncentracija butirata v 3. trimestru statistično značilno vplivata na porast 
telesne mase med nosečnostjo (ITMz, p = 0,001; koncentracija butirata v 3. trimestru, p = 
0,016). Ko se indeks telesne mase pred zanositvijo poveča za eno enoto standardne deviacije, 
se porast telesne mase med nosečnostjo zniža za 0,486 enote standardne deviacije, in ko se 
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koncentracija butirata v 3. trimestru poveča za eno enoto standardne deviacije, se porast 
telesne mase med nosečnostjo poveča za 0,355 enote standardne deviacije. 29,3 odstotka 
variance odvisne spremenljivke (porast telesne mase med nosečnostjo) lahko razložimo z 
neodvisnima spremenljivkama (R2 = 0,293, p = 0,001) (preglednica 33).  
Preglednica 33: Model multiple linearne regresije s prediktorji porasta telesne mase med nosečnostjo.  
Odvisna spremenljivka je porast telesne mase med nosečnostjo, neodvisni spremenljivki sta indeks telesne 
mase pred zanositvijo (ITMz) in koncentracija butirata v 3. trimestru nosečnosti. Podan je še koeficient 
Beta in vrednost p. 
Table 33: Multiple linear regression model with gestational weight gain predictors.  
Multiple linear regression model. The dependent variable is the weight gain during pregnancy, the 
independent variables are the BMI and the butyrate concentration in the 3rd trimester of pregnancy. The 
Beta coefficient and the p value are also given. 
Odvisna spremenljivka Neodvisna spremenljivka Beta p 
Porast telesne mase med 
nosečnostjo 
Indeks telesne mase pred 
zanositvijo (ITMz) 
-0,486 0,001 
 Butirat – 3. trimester 0,355 0,016 
                                R2 = 0,293, p = 0,001.  
4. 3  IZOLACIJA E. coli IZ VZORCEV FECESA NOSEČNIC Z GDM IN 
PRIPRAVA NEKLONALNE ZBIRKE Z METODO ERIC-PCR  
Iz vzorcev fecesa nosečnic drugega trimestra (2T) smo izolirali 773 E. coli in iz tretjega (3T) 
617, skupaj 1390 izolatov E. coli. Iz vzorcev fecesa obeh trimestrov nosečnice A46 nismo 
uspeli izolirati E. coli sensu stricto in tudi iz vzorcev fecesa tretjega trimestra nosečnic A34, 
A36 in A51. Od 1390 izolatov smo v zbirko uvrstili 150 neklonalnih E. coli, 79 izoliranih iz 
fecesa 2T in 71 iz 3T. Po pregledu filogenije smo naknadno izločili 13 izolatov, ki jih nismo 
mogli uvrstiti v skupino in jih zato ne moremo obravnavati kot E. coli sensu stricto. V zbirki 
je ostalo 137 izolatov E. coli sensu stricto, ki smo jih nadalje okarakterizirali (preglednica 34).   
Preglednica 34: Prikaz zbirke E. coli sensu stricto v obeh trimestrih.   
Prikazana je oznaka nosečnice in število izolatov v obeh trimestrih nosečnosti. Za vsak trimester je podano 
število vseh izoliranih E. coli iz vzorca nosečnice, število izbranih izolatov in število izolatov sensu stricto.  
Table 34: View of E. coli sensu stricto collection in both trimesters. 
The label of GDM-women and the number of isolates in both trimesters of pregnancy are shown. For each 
trimester, the number of all E. coli isolates from the sample are given, the number selected isolates, and 
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A1 2 1 1 24 1 1 
A4 26 1 1 32 3 1 
A5 12 2 2 24 1 1 
A6 28 2 2 24 2 2 
A7 23 3 3 24 2 2 
A10 16 1 1 24 2 2 
A11 12 2 2 16 1 1 
A12 12 1 1 24 1 1 
A14 24 1 1 12 1 1 
A15 12 2 2 12 1 1 
A16 12 3 3 12 2 2 
A17 12 1 1 12 1 1 
A19 24 1 1 24 1 1 
A20 14 1 1 12 1 1 
A22 12 2 2 12 2 2 
A23 24 1 1 24 1 1 
A25 22 3 3 3 1 1 
A26 12 2 2 12 1 1 
A28 12 1 1 7 2 2 
A30 24 4 3 12 1 1 
A31 24 1 1 12 2 2 
A32 24 2 2 12 4 4 
A33 24 1 1 12 1 1 
A34 24 1 1 0 0 0 
A36 24 2 2 0 0 0 
A38 12 2 1 2 1 1 
A39 24 2 2 4 1 1 
A40 24 1 1 12 1 1 
A41 12 2 1 12 1 1 
A42 12 1 1 7 2 2 
A44 14 2 1 2 2 1 
A46 12 3 0 0 0 0 
A49 12 1 1 12 2 2 
A50 12 1 1 12 3 2 
A51 12 1 1 0 0 0 
A54 12 2 2 12 1 1 
A56 12 2 2 12 3 3 
B2 14 2 2 24 1 1 
B3 18 1 1 12 2 2 
B6 18 1 1 12 1 1 
B8 18 1 1 12 1 1 
B10 12 2 2 12 1 1 
B11 24 2 2 16 3 2 
B13 12 1 1 12 3 3 
B14 8 1 1 12 2 2 
B15 12 3 3 12 3 2 
B21 12 3 3 24 2 2 
47 773 79 72 617 71 65 
4. 3. 1  Uvrstitev izolatov E. coli v filogenetske skupine 
V filogenetsko skupino B2 se je uvrstilo 32,8 odstotka izolatov, kar je največ od vseh skupin. 
Najmanj izolatov se je uvrstilo v skupini E in C (preglednica 35).   
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Preglednica 35: Uvrstitev izolatov E. coli v filogenetske skupine.  
Prikazana sta število in odstotek zastopanosti posamezne filogenetske skupine.  
Table 35: Classification of E. coli isolates in phylogenetic groups. 




A 39 (28,5) 
B1 27 (19,7) 
B2 45 (32,8) 
C 1 (0,7) 
D 12 (8,8) 
E 3 (2,2) 
F 10 (7,3) 
4. 3. 2  Prisotnost dejavnikov virulence 
Pri izolatih E. coli smo preverili prisotnost genskih zapisov za 28 dejavnikov virulence. 
Rezultate smo podali v preglednici 36 po tipu virulentnega dejavnika. Poleg prevalence smo 
ugotavljali, v katero filogenetsko skupino so uvrščeni izolati z določenim virulentnim 
dejavnikom, kar je prikazano v preglednici 37.  
Preglednica 36: Zastopanost genov virulentnih dejavnikov v zbirki E. coli.  
Prikazano je število in odstotek genov virulentnih dejavnikov v zbirki po skupinah (adhezini, protektini, 
sistemi za privzem železa, invazini in toksini, genotoksini).  
Table 36: Representation of virulence factor genes in E. coli collection. 
Given are the number and percentage of virulence factor genes in the collection by group (adhesins, 
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n (%) = 137 (100) 
Adhezini  
fimH 125 (91,2) 
papGII 10 (7,3) 
papGIII 7 (5,1) 
papC 17 (12,4) 
iha 33 (24,1) 
afa/dr 10 (7,3) 
eae 3 (2,2) 
Protektini  
kpsMTII 70 (51,1) 
ompT 15 (10,9) 
ompTAPEC 18 (13,1) 
tcpC 6 (4,4) 
iss 1 (0,7) 
traT 63 (46,0) 
Sistemi za privzem železa  
fyuA 70 (51,1) 
aer 47 (34,3) 
irp2 72 (52,6) 
Invazini in toksini  
sat 27 (19,7) 
vat 25 (18,2) 
tsh 8 (5,8 
hlyA 7 (5,1) 
hlyen 2 (1,5) 
ibeA 14 (10,2) 
cnf1 8 (5,8) 
vtx1 0 
vtx2 2 (1,5) 
Genotoksini  
cdtBaS 2 (1,5) 
clbAQ 19 (13,9) 
usp 52 (38,0) 
Največ genov dejavnikov virulence smo zaznali v filogenetski skupini B2. Vsi izolati iz B2 
so imeli zapis za fimH, 97,8 odstotka jih je imelo zapisa fyuA in irp2, 95,6 odstotka zapis 
kpsMTII in 95,5 odstotka usp. Pri več kot polovici izolatov smo zaznali zapisa traT in vat. 
Skoraj polovica izolatov je imela zapise iha, aer in clb ter skoraj tretjina izolatov zapis ibeA. 
S skupino B2 je bilo statistično značilno povezanih največ zapisov za dejavnike virulence. V 
filogenetskih skupinah A, B1, D in F smo zaznali približno enako število genov dejavnikov 
virulence, a jih je bilo največ statistično značilno povezanih s skupino F. Poleg zapisa fimH 
bi izpostavili še zapis usp. S skupino F so bili statistično značilno povezani še zapisi sat, hlyen 
in vtx2 (preglednica 37).   
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Preglednica 37: Prikaz razporeditve genov dejavnikov virulence glede na filogenetsko skupino.  
Podani so geni za dejavnike virulence in zastopanost v posamezni filogenetski skupini. Krepko označena 
polja označujejo, da je dejavnik statistično značilno prisoten/odsoten pri posamezni filogenetski skupini. 
Oznaka a označuje mejo statistične značilnosti p < 0,001, oznaka b mejo p < 0,01 in oznaka c mejo p < 
0,05. Vrednosti p so bile izračunane s Fisherjevim eksaktnim testom (χ2).  
Table 37: Presentation of the distribution of virulence factors by phylogenetic group. 
Genes for virulence factors and representation in each phylogenetic group are given. Bold boxes indicate 
that the factor is statistically significantly present/absent in the individual phylogenetic group. The mark 
a indicates the limit of statistical significance p < 0.001, the mark b the limit p < 0.01 and the mark c the 
























fimH 30b (76,9) 25 (92,6) 45b (100) 1 (100) 12 (100) 3 (100) 9c (90) 
papGII 0 0 5 (11,1) 0 2 (16,7) 0 3 
papGIII 0 0 7 (15,6) 0 0 0 0 
papC 0 0 8 (17,8) 0 2 (16,7) 0 7a (70) 
iha 4 (10,3) 0 20a (44,4) 0 2 (16,7) 1 (33,3) 6c (60) 
afa/dr 1 (2,6) 0 7c (15,6) 0 2 (16,7) 0 0 
eae 1 (2,6) 1 (3,7) 1 (2,2) 0 0 0 0 
kpsMTII 6 (15,4) 2 (7,4) 43a (95,6) 0 11b (91,7) 0 8 (80) 
ompT 5 (12,8) 3 (11,1) 4 (8,9) 0 3 (25) 0 0 
ompTAPEC 5 (12,8) 4 (14,8) 6 (13,3) 0 3 (25) 0 0 
tcpC 0 1 (3,7) 5c (11,1) 0 0 0 0 
iss 0 0 0 0 1 (8,3) 0 0 
traT 9 (23,1) 8 (29,6) 34a (75,6) 0 5 (41,7) 0 7 
fyuA 10 (25,6) 3 (11,1) 44a (97,8) 0 6 (50) 0 7 
aer 11 (28,2) 2 (7,4) 21c (46,7) 0 5 (41,7) 1 (33,3) 7c (70) 
irp2 11 (28,2) 4 (14,8) 44a (97,8) 0 6 (50) 0 7 (70) 
sat 4 (10,3) 0 13 (28,9) 0 4 (33,3) 0 6b (60) 
vat 0 0 25a (55,6) 0 0 0 0 
tsh 0 2 (7,4) 5 (11,1) 0 1 (8,3) 0 0 
hlyA 0 0 7a (15,6) 0 0 0 0 
hlyen 0 0 0 0 0 0 2b (20) 
ibeA 0 0 14a (31,1) 0 0 0 0 
cnf1 0 0 8a (17,8) 0 0 0 0 
vtx1 0 0 0 0 0 0 0 
vtx2 0 0 0 0 0 0 2b (20) 
cdtBa 0 0 2 (4,4) 0 0 0 0 
clbAQ 0 0 19a (42,2) 0 0 0 0 
usp 0 0 43a (95,5) 0 0 0 9a (90) 
4. 3. 3  Fenotipska odpornost proti antibiotikom 
Seve iz zbirke smo preverili za odpornost proti izbranim antibiotikom. Preglednica 38 
prikazuje število in odstotek izolatov, ki so sposobni rasti na gojiščih z dodanimi antibiotiki. 
Skoraj četrtina izolatov je rasla na gojiščih z dodanim ampicilinom. Na gojiščih s 
fluorokinolonskim antibiotikom ciprofloksacinom je raslo 6,6 odstotka izolatov. Najmanj 
izolatov je raslo na gojiščih z dodanim cefotaksimom.   
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Preglednica 38: Število izolatov E. coli, ki so rasli na gojiščih z dodanimi antibiotiki. 
Podano je ime antibiotika (ampicilin, cefotaksim, nalidiksična kislina, ciprofloksacin, tetraciklin, 
trimetoprim) ter število in odstotek odpornih izolatov.  
Table 38: Number of E. coli isolates that were growing on antibiotic-supplemented media. 
The name of the antibiotic (ampicillin, cefotaxime, nalidixic acid, ciprofloxacin, tetracycline, 
trimethoprim) and the number and percentage of resistant isolates are given. 
Antibiotik 
Št. odpornih izolatov  
n (%) 
Ampicilin 33 (24,1) 
Cefotaksim 3 (2,2) 
Nalidiksična kislina 16 (11,7) 
Ciprofloksacin 9 (6,6) 
Tetraciklin 23 (16,8) 
Trimetoprim 18 (13,1) 
4. 3. 4  Genotipizacija na prisotnost genov za odpornost proti β-laktamom 
Pri izolatih smo preverili prisotnost genskih zapisov za β-laktamaze iz skupin TEM, SHV, 
OXA in CTX-M (podskupine CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9 in CTX-M25). Zapis 
blaTEM je imelo 19 odstotkov izolatov. Ostali zapisi so bili prisotni pri manjšini izolatov.  
Preglednica 39: Število izolatov E. coli z geni za odpornost proti β-laktamskim antibiotikom.  
Podano je ime gena in število ter odstotek izolatov s prisotnim genom.  
Table 39: Number of E. coli isolates with genes for β-lactam antibiotic resistance. 
The name of the gene is given and the number and percentage of isolates with the gene present. 




blaTEM 26 (19 %) 
blaSHV 2 (1,5 %) 
blaOXA 5 (3,6 %) 
blaCTX-M1 1 (0,7 %) 
4. 3. 5  Širša statistična analiza zbirke E. coli in povezave z ostalimi parametri 
Zbirko E. coli smo analizirali glede na 3 kriterije: (1) Genotip/fenotip E. coli, izoliranih iz 
fecesa 2. trimestra (2T) v primerjavi z E. coli, izoliranih v 3. trimestru (3T) nosečnosti; (2) E. 
coli iz fecesa nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka proti E. coli, izoliranih iz fecesa 
nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka; (3) E. coli iz fecesa nosečnic z normalno telesno 
maso v primerjavi z E. coli iz fecesa nosečnic s povišano telesno maso in/ali debelostjo.   
Prikazane so korelacije/povezave med prisotnostjo posameznih genov, ki zapisujejo β-
laktamaze in dejavnike virulence. S slike 29 je razvidno, da se veliko virulentnih dejavnikov 
E. coli pojavlja v kombinaciji z ostalimi dejavniki. Najmočnejšo pozitivno korelacijo smo 
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zaznali med pojavnostjo zapisov za sideroforja fyuA in irp2 (r = 0,971, p < 0,01), kar je bilo 
pričakovano, saj sta gena zapisana na istem otoku patogenosti.  
Negativnih korelacij je bilo malo. Izpostavili bi negativne korelacije med prisotnostjo genov 
fyuA (r = - 0,182, p < 0,05), irp2 (r = - 0,180, p < 0,05), ibeA (r = - 0,176, p < 0,05) in cnf1 (r 





















































































































































































































blaTEM    ٭٭ ٭ ٭٭  ٭٭  ٭٭      ٭            
blaSHV      ٭٭        ٭٭       ٭       
blaOXA    ٭٭        ٭٭ ٭ ٭٭ ٭    ٭  ٭٭     ٭٭  
blaCTX-M1 ٭               ٭٭  ٭          
fimH           ٭٭         ٭٭  ٭٭ ٭   ٭٭  
papGII  ٭٭     ٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭ ٭  ٭٭  ٭٭ ٭٭      ٭  
papGIII        ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭  ٭٭  ٭٭     ٭  
papC      ٭٭ ٭    ٭٭ ٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭  ٭٭  ٭ ٭٭  
iha   ٭٭    ٭    ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭  ٭٭   ٭٭  
afa/dr ٭٭         ٭٭  ٭٭    ٭٭  ٭٭        ٭٭  
kpsMTII   ٭٭ ٭٭  ٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭    ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭  ٭  
ompTAPEC ٭٭    ٭٭  ٭٭     ٭        ٭٭        
tcpC  ٭ ٭٭  ٭٭  ٭٭ ٭٭ ٭           ٭٭ ٭٭ ٭    ٭٭  
traT ٭٭      ٭ ٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭   ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭  ٭ ٭    ٭٭  
fyuA ٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭   ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭  ٭ 
aer ٭٭   ٭     ٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭  ٭٭   ٭٭  ٭٭  
irp2   ٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭   ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭ 
sat   ٭٭         ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭   ٭٭  ٭٭ ٭٭  ٭٭  ٭ ٭٭  
vat       ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭    ٭٭  ٭٭ ٭ ٭  ٭٭    ٭٭  
tsh       ٭٭  ٭  ٭٭       ٭ ٭٭ ٭٭    ٭ ٭٭   
hlyA  ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭   ٭٭ ٭٭  ٭٭  ٭٭  ٭٭  ٭٭   ٭٭ ٭٭ ٭    ٭  
ibeA         ٭٭  ٭٭  ٭٭    ٭٭  ٭  ٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭    
cnf1       ٭ ٭٭ ٭٭   ٭٭ ٭٭ ٭ ٭٭  ٭٭ ٭ ٭٭  ٭٭  ٭    ٭٭ 
cdtBaS       ٭٭  ٭٭            ٭٭       
clbAQ       ٭٭   ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭    ٭٭  ٭٭  ٭٭   ٭ ٭٭  
usp   ٭٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭  ٭٭ ٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭ ٭٭  ٭٭   
Trimester               ٭ ٭     ٭  ٭     
  
          ⃰  p < 0,05             -1              +1 
     ⃰⃰⃰  ⃰p < 0,01 
Slika 29: Spermanov diagram genotipov E. coli.  
Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema spremenljivkama in modra barva negativno korelacijo. Statistično značilne povezave med 
spremenljivkami so označene z zvezdico. Ena zvezdica v kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici mejo p < 0,01. 
Figure 29: Sperman diagram of E. coli genotypes. The red color of the square indicates a positive correlation between the two variables and the blue color 
indicates a negative correlation.  Statistically significant associations between variables are marked with an asterisk. One asterisk in the square indicates the 
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4. 3. 5. 1  Analiza glede na trimester nosečnosti 
V 2T smo izolirali 72 neklonalnih E. coli in v 3T 65. Med trimestroma nosečnosti smo zaznali 
statistično značilne razlike (p < 0,05) v prisotnosti sideroforjev fyuA in irp2 ter zapisa ibeA.  
V 3T smo izolirali manj E. coli z omenjenimi zapisi kot v 2T (preglednica 40).   
Preglednica 40: Zastopanost genov virulentnih dejavnikov v 2. in 3. trimestru nosečnosti.  
Table 40: Representation of virulence factors genes in the 2nd and 3rd trimester of pregnancy. 
 Trimester (T) 
Gen 
2 T 3 T  
Št. (%) E. coli 
72 (100) 
Št. (%) E. coli 
65 (100) 
p 
fimH 66 (92) 59 (91) 1,000 
papGII 5 (7) 5 (8) 1,000 
papGIII 6 (8) 1 (2) 0,119 
papC 8 (11) 9 (14) 0,796 
iha 16 (22) 17 (26) 0,690 
afa/dr 5 (7) 5 (8) 1,000 
eae 2 (3) 1 (2) 1,000 
kpsMTII 41 (57) 29 (45) 0,173 
ompT 8 (11) 7 (11) 1,000 
ompTAPEC 9 (13) 9 (14) 1,000 
tcpC 3 (4) 3 (5) 1,000 
iss 1 (1) 0  1,000 
traT 30 (42) 33 (51) 0,307 
fyuA 43 (60) 27 (42) 0,041 
aer 22 (31) 25 (38) 0,370 
irp2 44 (61) 28 (43) 0,041 
sat 13 (18) 14 (22) 0,670 
vat 17 (24) 8 (12) 0,121 
tsh 4 (6) 4 (6) 1,000 
hlyA 4 (6) 3 (5) 1,000 
hlyen 2 (3) 0  0,498 
ibeA 11 (15) 3 (5) 0,049 
cnf1 7 (10) 1 (2) 0,065 
vtx2 2 (3) 0  0,498 
cdtBaS 1 (1) 1 (2) 1,000 
clbAQ 13 (18) 6 (9) 0,148 
usp 30 (42) 22 (34) 0,381 
blaTEM 12 (17) 14 (22) 0,517 
blaSHV 0  2 (3) 0,223 
blaOXA 2 (3) 3 (5) 0,668 
blaCTX-M1 0 1 (2) 0,474 
V 2T in 3T smo analizirali korelacije med prisotnostjo genov fyuA in irp2 ter filogenetsko 
skupino B2 in okoljskimi in biokemijskimi dejavniki. Povezave med dejavniki in parametri 
so podane posamezno za vzorčen trimester nosečnosti.  
Korelacije v 2T prikazuje slika 30. Prisotnost obeh genov za sideroforja je pozitivno korelirala 
s filogenetsko skupino B2 (fyuA, r = 0,578, p < 0,01; irp2, r = 0,559, p < 0,01). Pozitivno 
korelacijo s prisotnostjo genov za sideroforja smo zaznali še s časom potovanja vzorca fecesa 
skozi prebavila (fyuA, r = 0,254, p < 0,05; irp2, r = 0,261, p < 0,05).  
Med okoljskimi in biokemijskimi dejavniki bi izpostavili pozitivne korelacije med uživanjem 
pripravkov železa in barvo fecesa (temnejša barva okarakterizirana z višjo številko; r = 0,456, 
p < 0,05) ter serumskimi trigliceridi (r =0,275, p < 0,05), med uživanjem odvajal in vrednostmi 
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S-ALT (r = 0,473, p < 0,01) ter S-AST (r = 0,446, p < 0,01) ter med časom potovanja vzorca 
fecesa in vrednostmi serumskega holesterola (r = 0,329, p < 0,05) in trigliceridov (r = 0,266, 
p < 0,05). 
Gena za sideroforja in filogenetska skupina B2 so negativno korelirali z uživanjem pripravkov 
železa (fyuA, r = - 0,365, p < 0,01; irp2, r = - 0,332, p < 0,01; B2, r = 0,285, p < 0,05) in z 
barvo fecesa (fyuA, r = - 0,278, p < 0,05; irp2, r = - 0,257, p < 0,05; B2, r = 0,232, p < 0,05). 
Največ negativnih korelacij smo zaznali z dejavnikom uživanja pripravkov železa. Uživanje 
pripravkov je negativno koreliralo z uživanjem odvajal (r = - 0,244, p < 0,05), z vrednostmi 
hemoglobina (r = - 0,505, p < 0,01) ter z vrednostmi glikiranega hemoglobina (r = - 0,271, p 
< 0,05).   
Izpostavili bi še negativni korelaciji med časom potovanja vzorca fecesa skozi prebavila in 
uživanjem odvajal (r = 0,286, p < 0,05) ter med časom potovanja vzorca in barvo fecesa (r = 
- 0,282, p < 0,05), korelacije med pogostostjo odvajanja fecesa in konsistenco fecesa (r = - 
0,249, p < 0,05) ter močno korelacijo med barvo fecesa in vrednostmi hemoglobina (r = - 










































































































































fyuA  ٭  ٭   ٭٭ ٭٭ ٭٭            
irp2 ٭  ٭   ٭٭ ٭٭  ٭٭            
B2 ٭     ٭  ٭٭ ٭٭            
Pripravki z Fe ٭   ٭ ٭٭   ٭ ٭   ٭٭    ٭  ٭ ٭٭ ٭٭ 
Odvajala    ٭٭ ٭٭    ٭   ٭         
Pogostost odvajanja        ٭ ٭٭     ٭٭ ٭ ٭     
Čas potovanja vzorca ٭   ٭     ٭    ٭   ٭ ٭    
Konsistenca      ٭٭ ٭٭     ٭       ٭  
Barva fecesa ٭٭      ٭   ٭ ٭  ٭ ٭ ٭ ٭     
Bakterijski pripravki      ٭       ٭٭    ٭   ٭٭ 
S-AST     ٭   ٭٭       ٭٭      
S-ALT    ٭  ٭٭      ٭٭ ٭        
S-GGT    ٭٭ ٭     ٭٭  ٭  ٭٭  ٭    ٭ 
S-Holesterol       ٭٭   ٭٭    ٭٭      ٭ 
Inzulin      ٭٭      ٭     ٭٭    
Hb 2T    ٭٭          ٭٭   ٭  ٭٭  
S-Trigliceridi    ٭٭     ٭٭ ٭٭       ٭   ٭ 
KTzg 2T        ٭٭           ٭٭  
KTsp 2T        ٭  ٭٭  ٭٭   ٭     ٭٭ 
HbA1c 2T    ٭  ٭٭   ٭٭ ٭٭   ٭      ٭  
 
                         ⃰  p < 0,05            -1              +1 
                          ⃰⃰⃰ ⃰ p < 0,01 
Slika 30: Korelacije med genoma fyuA in irp2 ter filogenetsko skupino B2 in okoljskimi ter biokemijskimi 
dejavniki v 2T. 
Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema spremenljivkama in modra barva 
negativno korelacijo. Statistično značilne povezave med spremenljivkami so označene z zvezdico. Ena 
zvezdica v kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici mejo p < 0,01. 
Figure 30: Correlations between fyuA and irp2 genes and B2 phylogenetic group and environmental and 
biochemical factors in 2T.  
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The red color of the square indicates a positive correlation between the two variables and the blue color 
indicates a negative correlation. Statistically significant associations between variables are marked with 
an asterisk. One asterisk in the square indicates the limit of statistical significance p < 0.05 and two 
asterisks the limit p < 0.01. 
V 3T smo zaznali manj povezav kot v 2T. Povezave/korelacije v 3T so prikazane na sliki 31. 
Oba gena za sideroforja še vedno pozitivno korelirata s filogenetsko skupino B2 (fyuA, r = 
0,734, p < 0,01; irp2, r = 0,771, p < 0,01), prav tako še vedno vztrajajo pozitivne korelacije 
med uživanjem pripravkov železa in barvo fecesa (r = 0,461, p < 0,01) ter med uživanjem 
odvajal in vrednostmi S-ALT (r = 0,337 p < 0,01) ter S-AST (r = 0,408, p < 0,01). 
Prisotnost genov za sideroforja in filogenetska skupina B2 so negativno korelirali z 
vrednostmi glikiranega hemoglobina (fyuA, r = - 0,473, p < 0,01; irp2, r = - 0,423, p < 0,01; 
B2, r = 0,299, p < 0,05), medtem ko korelacij iz 2T (uživanje pripravkov z železom in barva 
fecesa) nismo več zaznali.   
V primerjavi z 2T smo v 3T zaznali zgolj negativno korelacijo med uživanjem pripravkov 
železa in vrednostmi hemoglobina (r = - 0,505, p < 0,01). Negativna korelacija med 
pogostostjo odvajanja fecesa in konsistenco fecesa je vztrajala tudi v 3T (r = - 0,337, p < 0,01). 





































































































































fyuA  ٭٭                ٭٭ ٭٭ 
irp2 ٭٭                ٭٭  ٭٭ 
B2 ٭                 ٭٭ ٭٭ 
Pripravki z Fe         ٭٭       ٭٭    
Odvajala          ٭٭ ٭٭ ٭٭        
Pogostost odvajanja       ٭          ٭٭ ٭٭  
Čas potovanja vzorca      ٭          ٭٭  ٭٭  
Konsistenca      ٭ ٭٭    ٭٭ ٭٭        
Barva fecesa    ٭      ٭٭          
Bakterijski pipravki     ٭   ٭٭    ٭٭        
S-AST     ٭      ٭٭    ٭٭   ٭٭  
S-ALT     ٭٭ ٭٭  ٭٭   ٭٭         
S-GGT              ٭  ٭٭    
S-Holesterol             ٭٭  ٭٭     
S-Trigliceridi              ٭٭      
Hb 3T    ٭٭      ٭         ٭٭ 
KTzg 3T                  ٭٭  
KTsp 3T      ٭٭      ٭    ٭ ٭   
HbA1c 3T ٭٭             ٭ ٭٭ ٭٭    
 
                        ⃰  p < 0,05            -1              +1 
                          ⃰⃰⃰ ⃰ p < 0,01 
Slika 31: Korelacije med genoma fyuA in irp2 ter filogenetsko skupino B2 in okoljskimi ter biokemijskimi 
dejavniki v 3T. 
Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema spremenljivkama in modra barva 
negativno korelacijo. Statistično značilne povezave med spremenljivkami so označene z zvezdico. Ena 
zvezdica v kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici mejo p < 0,01. 
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Figure 31: Correlations between fyuA and irp2 genes and B2 phylogenetic group and environmental and 
biochemical factors in 3T.  
The red color of the square indicates a positive correlation between the two variables and the blue color 
indicates a negative correlation. Statistically significant associations between variables are marked with 
an asterisk. One asterisk in the square indicates the limit of statistical significance p < 0.05 and two 
asterisks the limit p < 0.01. 
4. 3. 5. 2  Lastnosti E. coli glede na pojav makrosomije 
V analizo smo vključili 130 sevov E. coli, izoliranih iz fecesa 43 nosečnic z GDM v obeh 
trimestrih nosečnosti. Iz fecesa nosečnic A1, A36 in A50 smo izločili 7 izolatov (4 izolate iz 
2T in 3 izolate iz 3T), ker ni bilo na voljo podatka o porodni masi otroka. 88 izolatov smo 
pridobili iz fecesa nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, in 42 izolatov iz fecesa 
nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka. Skupine nosečnic so se statistično značilno 
razlikovale v prisotnosti E. coli iz filogenetskih skupin B2 (p = 0,011) in F (p = 0,013). 
Preglednica 41: Zastopanost filogenetskih skupin glede na pojav makrosomije.  
Table 41: Representation of phylogenetic groups in relation of macrosomia incidence.  
 < 90. Percentila ≥ 90. Percentila  
Filogenetska 
skupina 
  Št. (%) E. coli 88 
(100) 




A 25 (28) 9 (21) 0,523 
B1 13 (15) 12 (29) 0,094 
B2 37 (42) 8 (19) 0,011 
C 1 (1) 0 1,000 
D 8 (9) 4 (10) 1,000 
E 1 (1) 2 (5) 0,244 
F 3 (3) 7 (17) 0,013 
Med skupinama nosečnic smo zaznali statistično značilno razliko v prisotnosti zapisa papC 
(p = 0,023) in mejno značilno razliko v prisotnosti zapisa ompT (p = 0,055). 
Preglednica 42: Zastopanost genov virulentnih dejavnikov glede na pojav makrosomije.  
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 < 90. Percentila ≥ 90. Percentila  
Gen  
  Št. (%) E. coli 88 
(100) 




fimH 81 (92) 40 (95) 0,717 
papGII 6 (7) 4 (10) 0,726 
papGIII 5 (6) 2 (5) 1,000 
papC 7 (8) 10 (24) 0,023 
iha 22 (25) 9 (21) 0,826 
afa/dr 8 (9) 2 (5) 0,499 
eae 2 (2) 1 (2) 1,000 
kpsMTII 48 (55) 21 (50) 0,708 
ompT 5 (6) 7 (17) 0,055 
ompTAPEC 7 (8) 7 (17) 0,143 
tcpC 3 (3) 3 (7) 0,387 
iss 1 (1) 0 1,000 
traT 37 (42) 22 (52) 0,346 
fyuA 47 (53) 21 (50) 0,851 
aer 24 (27) 17 (40) 0,159 
irp2 47 (53) 22 (52) 1,000 
sat 18 (20) 9 (21) 1,000 
vat 21 (24) 4 (10) 0,060 
tsh 3 (3) 4 (10) 0,212 
hlyA 5 (6) 2 (5) 1,000 
hlyen 1 (1) 1 (2) 0,543 
ibeA 12 (14) 2 (5) 0,224 
cnf1 6 (7) 2 (5) 1,000 
vtx2 1 (1) 1 (2) 0,543 
cdtBaS 2 (2) 0 1,000 
clbAQ 15 (17) 4 (10) 0,301 
usp 37 (42) 1 (36) 0,568 
S pojavom makrosomije je bila pozitivno povezana filogenetska skupina F (r = 0,223, p = 



























> 90.Percentila  ** ** * * 
B2 **  *   
F ** *  **  
papC *  **   
ompT *     
         ⃰  p < 0,05       -1            +1 
                              ⃰⃰⃰ ⃰ p < 0,01 
Slika 32: Korelacije med pojavom makrosomije ter filogenetsko skupino in okoljskimi ter biokemijskimi 
dejavniki. 
Rdeča barva kvadrata označuje pozitivno korelacijo med dvema spremenljivkama in modra barva 
negativno korelacijo. Statistično značilne povezave med spremenljivkami so označene z zvezdico. Ena 
zvezdica v kvadratu pomeni mejo statistične značilnosti p < 0,05 in dve zvezdici mejo p < 0,01. 
Figure 32: Correlations between macrosomia incidence and phylogenetic group, environmental and 
biochemical factors. 
The red color of the square indicates a positive correlation between the two variables and the blue color 
indicates a negative correlation. Statistically significant associations between variables are marked with 
an asterisk. One asterisk in the square indicates the limit of statistical significance p < 0.05 and two 
asterisks the limit p < 0.01. 
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Naredili smo še analizo lastnosti E. coli glede na trimester nosečnosti (2T in 3T) za vse 
nosečnice, za katere smo imeli podatke o porodni masi otroka in tudi ločeno za skupino 
nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka in nemakrosomnega otroka. Skupen vzorec je 
predstavljal 68 izolatov E. coli iz fecesa 2T in 62 iz fecesa 3T. V skupini nosečnic z 
makrosomnim otrokom smo iz fecesa 2T uspeli izolirati 22 izolatov in iz fecesa 3T 20 ter v 
skupini nosečnic z nemakrosomnim otrokom 46 izolatov iz 2T in 42 iz 3T.  
V skupnem vzorcu E. coli smo med trimestroma nosečnosti zaznali mejno statistično značilno 
razliko v prisotnosti filogenetske skupine B1 (p = 0,079) in sicer porast skupine v 3T. Značilno 
višja prisotnost skupine B1 v 3T v skupnem vzorcu je bila posledica porasta skupine B1 v 
skupini nosečnic z nemakrosomnim otrokom (p = 0,006) (preglednica 43).  
Preglednica 43: Analiza filogenetskih skupin E. coli glede na trimester nosečnosti (2T in 3T) in pojav 
makrosomije. 
Prikazane so skupine E. coli v 2T in 3T za skupen vzorec (izolati iz fecesa vseh nosečnic, za katere smo 
imeli podatke o porodni masi otroka) in ločeno za posamezna vzorca (izolati iz fecesa nosečnic z 
makrosomnim otrokom in izolati iz fecesa nosečnic z nemakrosomnim otrokom).  
Table 43: Analysis of E. coli phylogenetic groups by trimester of pregnancy (2T and 3T) and by 
macrosomia incidence. 
The E. coli phylogroup in 2T and 3T is shown for the total sample (isolates from faeces of all pregnant 
women that we obtain baby’s birth weight) and separately for individual samples (isolates from women 
with macrosomic baby and isolates from women with non-macrosomic baby). 
 
Skupaj 
N = 130 
≥ 90. Percentila  
N = 42 
< 90. Percentila 
N = 88 




















 46 (100) 
Št. (%) 
E. coli 
42 (100)  
Vrednost 
p 
A 18 (26) 16 (26) 1,000 5 (23) 4 (20) 1,000 13 (28) 12 (29) 1,000 
B1 9 (13) 16 (26) 0,079 7 (32) 5 (25) 0,738 2 (4) 11 (26) 0,006 
B2 27 (40) 18 (29) 0,268 5 (23) 3 (15) 0,700 22 (48) 15 (36) 0,285 
C 0 1 (2) 0,477 0 0 - 0 1 (2) 0,477 
D 7 (10) 5 (8) 0,767 1 (5) 3 (15) 0,333 6 (13) 2 (5 ) 0,270 
E 1 (1) 2 (3) 0,605 1 (5) 1 (5) 1,000 0 1 (2) 0,477 
F 6 (9) 4 (6) 0,747 3 (14) 4 (20) 0,691 3 (7) 0 0,243 
V 3T smo zaznali statistično značilno manj E. coli z zapisi fyuA in irp2 kot v 2T in sicer zaradi 
statistično značilnega znižanja odstotka prisotnosti zapisov v skupini nosečnic, ki so rodile 
nemakrosomnega otroka (p = 0,010) (preglednica 44). 
Preglednica 44: Analiza genov E. coli glede na trimester nosečnosti (2T in 3T) in pojav makrosomije. 
Prikazani so geni E. coli v 2T in 3T za skupen vzorec (izolati iz fecesa vseh nosečnic, za katere smo imeli 
podatke o porodni masi otroka) in ločeno za posamezna vzorca (izolati iz fecesa nosečnic z makrosomnim 
otrokom in izolati iz fecesa nosečnic z nemakrosomnim otrokom).  
Table 44: Analysis of E. coli genes by trimester of pregnancy (2T and 3T) and by macrosomia incidence. 
The E. coli genes in 2T and 3T is shown for the total sample (isolates from faeces of all pregnant women 
that we obtain baby’s birth weight) and separately for individual samples (isolates from women with 
macrosomic baby and isolates from women with non-macrosomic baby). 
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N = 130 
≥ 90. Percentila  
N = 42 
< 90. Percentila 
N = 88 




















 46 (100) 
Št. (%) 
E. coli 
42 (100)  
Vrednost 
p 
fimH 63 (93) 58 (94)   1,000 21 (95) 19 (95) 1,000 42 (91) 39 (93) 1,000 
papGII 5 (7) 5 (8) 1,000 2 (9) 2 (10) 1,000 3 (7) 3 (7) 1,000 
papGIII 6 (9 ) 1 (2) 0,118 1 (5) 1 (5) 1,000 5 (11) 0 0,057 
papC 8 (12) 9 (15)  0,796 4 (18) 6 (30) 0,477 4 (9) 3 (7) 1,000 
iha 15 (22)   16 (26) 0,683 4 (18) 5 (25) 0,714 11 (24) 11 (26) 0,811 
afa/dr 5 (7) 5 (8) 1,000 0 2 (10) 0,221 5 (11) 3 (7) 0,716 
eae 2 (3) 1 (2) 1,000 1 (5) 0  1,000 1 (2) 1 (2) 1,000 
kpsMTII 40 (59) 29 (47) 0,218 10 (45) 11 (55) 0,758 30 (65) 18 (43) 0,053 
ompT 5 (7) 7 (11) 0,549 5 (23) 2 (10) 0,414 0  5 (12) 0,022 
ompTAPEC 6 (9) 8 (13) 0,574 5 (23) 2 (10) 0,414 1 (2) 6 (14) 0,051 
tcpC 3 (4) 3 (5) 1,000 2 (9) 1 (5) 1,000 1 (2) 2 (5) 0,604 
iss 1 (1) 0 1,000 0 0  - 1 (2) 0  1,000 
traT 27 (40) 32 (52) 0,217 11 (50) 11 (55) 0,767 16 (35)  21 (50) 0,195 
fyuA 42 (62) 26 (42) 0,035 11 (50) 10 (50) 1,000 31 (67) 16 (38) 0,010 
aer 19 (28) 22 (35) 0,450 9 (41) 8 (40) 1,000 10 (22) 14 (33) 0,241 
irp2 43 (63) 26 (42) 0,022 12 (55) 10 (50) 1,000 31 (67) 16 (38) 0,010 
sat 13 (19) 14 (23) 0,669 5 (23) 4 (20) 1,000 8 (17) 10 (24) 0,598 
vat 17 (25) 8 (13) 0,118 3 (14) 1 (5) 0,608 17 (37) 7 (17) 0,143 
tsh 4 (6) 3 (5) 1,000 3 (14) 1 (5) 0,608 1 (2) 2 (5) 0,604 
hlyA 4 (6) 3 (5) 1,000 1 (5) 1 (5) 1,000 3 (7) 2 (5) 1,000 
hlyen 2 (3) 0 0,497 1 (5) 0 1,000 1 (2) 0 1,000 
ibeA 11 (16) 3 (5) 0,048 2 (9) 0 0,489 9 (20) 3 (7) 0,123 
cnf1   7 (10) 1 (2) 0,064 1 (5) 1 (5) 1,000 6 (13) 0 0,027 
vtx2 2 (3) 0 0,497 1 (5) 0 1,000 1 (2) 0 1,000 
cdtBaS 1 (1) 1 (2) 1,000 0 0 - 1 (2) 1 (2) 1,000 
clbAQ 13 (19) 6 (10) 0,144 3 (14) 1 (5) 0,608 10 (22) 5 (12) 0,265 
usp 30 (44) 22 (35) 0,372 8 (36) 7 (35) 1,000 22 (48) 15 (36) 0,285 
4. 3. 5. 3  Lastnosti E. coli iz fecesa normalno težkih in debelih nosečnic 
Analiza filogenetskih skupin in genotipov E. coli je pokazala nekaj razlik med izolati E. coli 
iz fecesa nosečnic z normalno telesno maso v primerjavi z izolati iz fecesa nosečnic z 
debelostjo. Izpostavili bi prisotnost skupine B1 (preglednica 45) in zapisa tcpC (preglednica 
46).   
Preglednica 45: Filogenetske skupine E. coli iz fecesa normalno težkih in debelih nosečnic. 
Podana je filogenetska skupina in število izolatov E. coli, ki smo jih izolirali iz fecesa nosečnic z ITMz < 
25 kg/m2 in iz fecesa nosečnic z ITMz ≥ 30 kg/m2. Podana je tudi vrednost p.  
Table 45: Phylogenetic groups of E. coli from the faeces of normal weight and obese pregnant women.  
The phylogenetic group and the number of E. coli isolates are given, which were isolated from faeces of 
pregnant women with BMI < 25 kg/m2 and faeces of pregnant women with BMI ≥ 30 kg/m2. The p value 
is also given.  
 ITMz < 25 ITMz ≥ 30  
Filogenetska 
skupina 
Št. (%) E. coli  
92 (100) 
Št. (%) E. coli 
32 (100) 
Vrednost p 
A 28 (30) 7 (22) 0,494 
B1 13 (14) 10 (31) 0,062 
B2 33 (36) 9 (28) 0,518 
C 0 1 (3) 0,258 
D 8 (9 2 (6) 1,000 
E 3 (3) 0 0,568 
F 7 (8) 3 (9) 0,717 
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Preglednica 46: Analiza genov E. coli iz fecesa normalno težkih in debelih nosečnic. 
Podano je ime gena in število izolatov E. coli, ki smo jih izolirali iz fecesa nosečnic z ITMz < 25 kg/m2 in 
iz fecesa nosečnic z ITMz ≥ 30 kg/m2. Podana je tudi vrednost p.  
Table 46: Analysis of E. coli genes from the faeces of normal weight and obese pregnant women.  
The name of the gene and the number of E. coli isolates are given, which were isolated from faeces of 
pregnant women with BMI < 25 kg/m2 and faeces of pregnant women with BMI ≥ 30 kg/m2. The p value 
is also given.  
 ITM < 25 ITM ≥ 30  
Gen  
Št. (%) E. coli 
92 (100) 
Št. (%) E. coli 
32 (100) 
Vrednost p 
fimH 85 (92) 31 (97) 0,679 
papGII 9 (10) 1 (3) 0,451 
papGIII 3 (3) 4 (13) 0,072 
papC 11 (12) 6 (19) 0,375 
iha 22 (24) 6 (19) 0,630 
afa/dr 9 (10) 0 0,110 
eae 1 (1) 2 (6) 0,163 
kpsMTII 48 (52) 17 (53) 1,000 
ompT 10 (11) 4 (13)  0,755 
ompTAPEC 12 (13) 4 (13 1,000 
tcpC 2 (2) 4 (13) 0,038 
iss 1 (1) 0 1,000 
traT 42 (46) 17 (53) 0,540 
fyuA 48 (52) 17 (53) 1,000 
aer 32 (35) 9 (28) 0,523 
irp2 48 (52) 18 (56) 0,837 
sat 18 (20) 7 (22) 0,801 
vat 19 (21) 5 (16) 0,613 
tsh 5 (5 2 (6) 1,000 
hlyA 4 (4) 2 (6) 0,648 
hlyen 2 (2) 0 1,000 
ibeA 9 (10) 5 (16) 0,351 
cnf1 3 (3) 4 (13) 0,072 
vtx2 2 (2) 0 1,000 
cdtBaS 1 (1) 1 (3) 0,451 
clbAQ 16 (17) 2 (6) 0,153 
usp 37 (40) 12 (38) 0,836 
4. 3. 5. 4  Lastnosti E. coli glede na zdravljenje z antibiotikom med nosečnostjo 
Iz preglednice 18 (stran 46) je razvidno, da je le 6 nosečnic med nosečnostjo uživalo 
antibiotike. V 2T so antibiotike uživale nosečnice z oznakami A16, A33, A38 in A56 ter v 3T 
še A11 in A44. V preglednici 47 so prikazane filogenetske skupine, v katere so se uvrstile 
izolirane E. coli ter v preglednici 48 virulentni dejavniki izoliranih E. coli iz fecesa nosečnic 
brez in z antibiotično terapijo med nosečnostjo v 2T in 3T. Populacije E. coli, ki smo jih 
izolirali iz fecesa nosečnic z antibiotično terapijo med nosečnostjo, se niso bistveno 
razlikovale od populacij E. coli iz fecesa nosečnic brez antibiotične terapije.    
Preglednica 47: Filogenetske skupine E. coli glede na uživanje antibiotikov med nosečnostjo.  
Podana je filogenetska skupina in število izolatov E. coli, ki smo jih izolirali iz nosečnic brez antibiotične 
terapije in z terapijo med nosečnostjo v 2. in 3. trimestru.  
Table 47: Phylogenetic groups of E. coli in relation to antibiotic use during pregnancy. 
The phylogroup and number of E. coli strains that were isolated from GDM-women without and with 
antibiotic therapy during pregnancy in the 2nd and 3rd trimesters are given. 
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 ZDRAVLJENJE Z ANTIBIOTIKOM MED NOSEČNOSTJO 
Filogenetska 
skupina 
2. trimester 3. trimester 
Brez zdravljenja 
Št. (%)  
 E. coli 








Št.  (%) 
E. coli 







A 18 (27,7) 3 (42,8) 0,408 13 (23,6) 5 (50,0) 0,124 
B1 10 (15,4)  0 0,583 14 (25,5) 3 (30,0) 0,713 
B2 23 (35,4) 4 (57,1) 0,413 17 (30,9) 1 (10,0) 0,261 
C 0 0 - 0 0 - 
D 7 (10,8) 0 1,000 4 (7,3) 1 (10,0) 0,579 
E 1 (1,5) 0 1,000 2 (3,6) 0 1,000 
F 6 (9,2) 0  1,000 4 (7,3) 0 1,000 
Preglednica 48: Geni virulentnih dejavnikov E. coli glede na jemanje antibiotikov med nosečnostjo.  
Podano je ime gena in število izolatov E. coli s prisotnim genom, ki smo jih izolirali iz nosečnic brez 
antibiotične terapije in z terapijo med nosečnostjo v 2. in 3. trimestru.  
Table 48: Virulence factor genes of E. coli in relation to antibiotic use during pregnancy. 
The name of the gene and the number of E. coli strains with present genes, that were isolated from GDM-
women without and with antibiotic therapy during pregnancy in the 2nd and 3rd trimesters are given.  
 ZDRAVLJENJE Z ANTIBIOTIKOM MED NOSEČNOSTJO 
Gen 
2. trimester 3. trimester 
Brez zdravljenja 
Št. (%)  
 E. coli 








Št.  (%) 
E. coli 







fimH 59 (90,7) 7 (100) 1,000 50 (90,9) 9 (90,0) 1,000 
papGII 5 (7,7) 0 1,000 5 (9,1) 0 1,000 
papGIII 6 (9,2) 0 1,000 1 (1,8) 0 1,000 
papC 8 (12,3) 0 1,000 9 (16,4) 0 0,333 
iha 15 (23,1) 1 (14,3) 1,000 17 (30,9) 0 0,052 
afa/dr 5 (7,7) 0 1,000 3 (5,5) 2 (20,0) 0,166 
eae 1 (1,5) 1 (14,3) 0,186 1 (1,8) 0 1,000 
kpsMTII 37 (56,9) 4 (57,1) 1,000 26 (47,3) 3 (30,0) 0,491 
ompT 7 (10,8) 1 (14,3) 0,578 7 (14,7) 0 0,584 
ompTAPEC 8 (12,3) 1 (14,3) 1,000 9 (16,4) 0 0,333 
tcpC 3 (4,6) 0 1,000 3 (5,5) 0 1,000 
iss 1 (1,5) 0 1,000 0 0 - 
traT 27 (41,5) 3 (42,9) 1,000 31 (56,4) 2 (20,0) 0,044 
fyuA 38 (58,5) 5 (71,4) 0,694 25 (45,5) 2 (20,0) 0,175 
aer 20 (30,8) 2 (28,6) 1,000 24 (43,6) 1 (10,0) 0,075 
irp2 39 (60,0) 5 (71,4) 0,698 26 (47,3) 2 (20,0) 0,167 
sat 12 (18,5) 1 (14,3) 1,000 14 (25,5) 0 0,102 
vat 14 (21,5) 3 (42,9) 0,344 8 (14,5) 0 0,339 
tsh 4 (6,2) 0 1,000 4 (7,3) 0 1,000 
hlyA 3 (4,6) 1 (14,3) 1,000 3 (5,5) 0 1,000 
hlyen 2 (3,1) 0 1,000 0 0 - 
ibeA 9 (13,8) 2 (28,6) 0,289 3 (5,5) 0 1,000 
cnf1 6 (9,2) 1 (14,3) 0,527 1 (1,8) 0 1,000 
vtx2 2 (3,1) 0 1,000 0 0 - 
cdtBaS 1 (1,5) 0 1,000 1 (1,8) 0 1,000 
clbAQ 10 (15,4) 3 (42,9) 0,106 6 (10,9) 0 0,579 
usp 27 (41,5) 3 (42,9) 1,000 21 (38,2) 1 (10,0) 0,145 
4. 3. 5. 5  Populacijska struktura E. coli skozi metataksonomsko analizo  
Analizirali smo metataksonomske podatke s populacijskimi strukturami E. coli. Najprej smo 
analizirali podatke, pridobljene z NGS glede na število neklonalnih izolatov E. coli sensu 
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stricto pri posamezni nosečnici v obeh trimestrih nosečnosti. Iz fecesa nosečnic 2T smo 
izolirali največ 3 neklonalne E. coli sensu stricto in iz fecesa 3T največ 4 (preglednica 49).  
Preglednica 49: Število izolatov E. coli sensu stricto na vzorec fecesa.  
Podano je število vseh izolatov E. coli iz 2. in 3. trimestra (2T in 3T), številno neklonalnih in število E. coli 
sensu stricto. Podana je mediana (minimum, maksimum) izolatov na vzorec fecesa. Krepko označeni števili 
prikazujeta maksimalno število izoliranih E. coli sensu stricto na vzorec fecesa.  
Table 49: Number of E. coli sensu stricto isolates per feces sample.  
The number of all E. coli isolates from the 2nd and 3rd trimesters (2T and 3T), the number of non-clonal 
E. coli, and the number of E. coli sensu stricto are given. The median (minimum, maximum) of isolates  
per feces sample are given. The bold numbers indicate the maximum number of E. coli sensu stricto per 
feces sample.   


















E. coli sensu 
stricto 
Št. izolatov E. coli 773 79 72 617 71 65 
Št. izolatov E. coli 
na vzorec fecesa 
mediana (min, max) 
12 (2, 18) 2 (1, 4) 1 (0, 3) 12 (0, 32) 1 (0, 4) 1 (0, 4) 
17 nosečnic, ki smo jih vključili v metataksonomsko analizo, smo razdelili glede na prisotnost 
enega neklonalnega izolata E. coli sensu stricto v fecesu ali več kot enega. V 2T je 10 nosečnic 
imelo en neklonalen izolat in 7 nosečnic več kot enega. Iz fecesa nosečnice A46 nismo uspeli 
izolirati E. coli, zato smo jo iz analiz izpustili. S slike 33 je razvidno, da je skupina nosečnic, 
pri katerih smo iz fecesa 2T izolirali le en neklonalen izolat na vzorec fecesa, imela nižjo β-
diverziteto na taksonomskem nivoju rodu v 2T kot skupina, kjer smo iz fecesa izolirali več 
kot en neklonalen izolat E. coli sensu stricto (p = 0,032).  
 
Slika 33: Razlika v β-diverziteti glede na število izolatov E. coli sensu stricto v 2T.  
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum).  
Figure 33: More diverse E. coli populations are associated with higher  β-diversity of gut microbiota. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). 
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Skupina nosečnic, pri katerih smo iz fecesa 2T izolirali le en neklonalni izolat, je imela nižji 
odstotek uvrščenih OTU Proteobacteria v 2T kot skupina, kjer smo iz fecesa izolirali več kot 
en neklonalen izolat E. coli sensu stricto (p = 0,05) (slika 34).  
 
Slika 34: Odstotek uvrščenih OTU Proteobacteria glede na število neklonalnih E. coli sensu stricto v 2T.  
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum).  
Figure 34: Percentage of classified OTU Proteobacteria based on the number of non-clonal E. coli sensu 
stricto in 2T. 
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). 
Populacije E. coli smo razlikovali glede na prisotnost filogenetske skupine B2 v posameznem 
trimestru. Oblikovali smo dve skupini nosečnic, skupino s populacijsko strukturo E. coli, kjer 
je prisotna samo/tudi filogenetska skupina B2 (8 nosečnic) ter skupino nosečnic brez E. coli 
iz skupine B2 (9 nosečnic), ter analizirali podatke NGS. V 3T smo v skupino nosečnic, kjer 
smo uspeli izolirati E. coli iz  B2, uvrstili 8 nosečnic in v skupino, kjer nismo uspeli izolirati 
E. coli iz B2, 9 nosečnic. V skupini z E. coli iz B2 smo zaznali višji indeks Chao1 na vseh 
treh taksonomskih nivojih (družina, rod, vrsta) (slika 35).  
 
Slika 35: Indeks Chao1 glede na prisotnost E. coli iz filogenetske skupine B2 v vzorcih fecesa.  
Prikaz s 5 številskim povzetkom (minimum, prvi kvartil, mediana, tretji kvartil, maksimum). Prikazane 
so vrednosti indeksa Chao1 na treh taksonomskih nivojih (družina, rod, vrsta) v skupini nosečnic, ki so v 
fecesu imele prisotno E. coli iz skupine B2 in v skupini nosečnic, ki v fecesu niso imele prisotne E. coli iz 
B2. V legendi smo poleg taksonomskega nivoja prikazali tudi vrednost p.  
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Figure 35: Chao1 index with respect to the presence of E. coli from B2 phylogenetic group in faeces 
samples.  
5-digit summary display (minimum, first quartile, median, third quartile, maximum). Chao1 index values 
are shown at three taxonomic levels (family, genus, species) in the group of pregnant women who had E. 
coli from group B2 in the faeces and in the group of pregnant women who did not have E. coli from B2 in 
the faeces. In the legend, beside taxonomic level p value is also shown.  
4. 4  Protein ClbS in zaščita producenta pred genotoksinom 
V zbirki je vseh 19 izolatov E. coli z otokom patogenosti pks+ z zapisom za kolibaktin imelo 
tudi zapis clbS, ki zaščiti bakterijo pred kolibaktinom. Zanimalo nas je ali lahko mehanizem 
zaščite producenta pred delovanjem lastnega toksina deluje širše in zaščiti bakterijo tudi pred 
drugimi genotoksini.  
4. 4. 1  Površinska plazmonska resonanca (SPR) 
Meritve SPR vezave ClbS na ssDNA (slika 36A) ali dsDNA (slika 36B) so pokazale približno 
40-krat višjo afiniteto ClbS za ssDNA v primerjavi z dsDNA (36C).  
      A           B           C 
 
Slika 36: Senzorgrama SPR 
A in B prikazujeta senzograma SPR, interakcijo med ClbS in na čip vezano 403 bp dolgo ssDNA (A) in 
dsDNA (B). C prikazuje ravnotežni disociacijski konstanti (KD), rdeča krivulja interakcijo ClbS s ssDNA 
in črna krivulja ClbS z dsDNA. Poskuse SPR smo izvedli v triplikatih.  
Figure 36: ClbS is a DNA binding protein.  
A and B represents SPR sensorgrams showing the interaction of ClbS with 403 bp long chip-immobilized 
ssDNA (A) or dsDNA (B). C shows the apparent equilibrium dissociation constant (KD) values of ClbS 
interacting with ssDNA, red or with dsDNA, black. The average KDs and standard deviations were 
determined from three titrations of each protein.  
4. 4. 2  Testi in vivo 
Zaščito DNA s pomočjo ClbS smo preučevali z merjenjem rasti dveh sevov E. coli. Prvi sev 
je imel plazmid z genom usp in gene imunosti (imu1‒imu3), ki ščitijo producenta pred Usp, 
nadomeščene z genom clbS. Drugi sev E. coli pa je imel le gen usp, brez genov imunosti ali 
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clbS. Po indukciji sinteze proteinov z IPTG smo opazili, da je sev, ki je imel le gen usp, izrazito 
zaostajal v rasti v primerjavi s sevom, ki je imel gena usp in clbS (slika 37).   
 
Slika 37: Rastna krivulja sevov E. coli usp+ inE. coli usp+slbS+.  
Rastni krivulji sevov E. coli usp+clbS+ (črni kvadrati) in E. coli usp+ (beli kvadrati). Indukcija proteinov v 
času 0. Eksperimente smo ponovili sedemkrat, prikazano je povprečje meritev s standardno napako.  
Figure 37: ClbS protects DNA from deoxyribonucleases.  
Growth curves of E. coli usp+clbS+ (black squares) and E. coli usp+ strains (white squares). Induction of 
proteins at time 0 h. The experiment was performed seven times, and the means ± standard errors of the 
means (error bars) are shown.  
Svetlobna mikroskopija je pokazala podaljševanje celic (filamentacijo) brez gena clbS (slika 
38A), celice s prisotnim genom clbS pa so izkazale normalen fenotip (slika 38C). 
Fluorescentna mikroskopija je pokazala povišano izražanje fuzije recA::gfp v celicah brez 
gena clbS (slika 38B) v primerjavi s celicami, ki so imele clbS (slika 38D). 
 
Slika 38: Svetlobna in fluorescentna mikroskopija celic E. coli usp+ in E. coli usp+clbS+. 
A prikazuje svetlobno in B fluorescentno mikroskopijo celic E. coli usp+ tri ure po indukciji ter C svetlobno 
in D fluorescentno mikroskopijo celic E. coli usp+ clbS+ tri ure po indukciji. 
Figure 38: Light and fluorescence microscopy of E. coli usp+ and E. coli usp+ clbS+ cells. 
A representing light and B fluorescent microscopy of the E. coli usp+ strain following 3 h - induction. C 
representing light and D fluorescent microscopy of the E. coli usp+clbS+ strain following 3 h - induction.  
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5  RAZPRAVA 
Črevesna mikrobiota je v zadnjem desetletju bila prepoznana kot pomemben dejavnik za 
razvoj in zdravje človeka. Mikrobiota zdravih nosečnic je relativno slabo raziskana kakor tudi 
spremembe mikrobiote skozi trimestre nosečnosti. Raziskave so si nasprotujoče tudi zaradi 
geografske in naravne raznolikosti vključenih nosečnic, pa tudi zaradi uporabljenega pristopa 
in metod (Collado in sod., 2008; Santacruz in sod., 2010; Koren in sod., 2012; Nuriel-Ohayon 
in sod., 2016). Črevesne disbioze so povezali s številnimi obolenji, vključno s sladkorno 
boleznijo in debelostjo (Round in Mazmanian, 2009; Esakof in sod., 2009; Flint in sod., 2012; 
Donaldson in sod., 2016). Pojavnost obeh, kakor tudi gestacijskega diabetesa mellitus (GDM) 
v svetovnem merilu narašča. GDM je eden od pomembnih dejavnikov tveganja za rojstvo 
otroka s preveliko telesno maso, kar imenujemo makrosomija. V razvojnem smislu je večji 
otrok sicer pomenil večjo možnost preživetja in še zdaj lahko velik otrok pomeni tudi bolj 
zdravo placento, preko katere lahko poteka pospešena difuzija hranil (Naeye, 1987; Leary in 
sod., 2003; Cunningham in sod, 2005), a sladkorna bolezen in debelost sta bolezenski stanji, 
povezani z modernim življenjskim slogom, in v povezavi s temi dejavniki predstavlja 
makrosomija tveganje za pojav bolezenskih stanj pri materi in otroku (Vidarsdottir in sod., 
2011; Barber in sod., 2011; King in sod., 2012). Mikrobiota nosečnic z GDM v povezavi s 
pojavom makrosomije še ni bila predmet raziskav, zato smo analizirali črevesno mikrobioto 
nosečnic z GDM v 2. in 3. trimestru nosečnosti in poskušali razumeti njen vpliv na pojav 
makrosomije. Na globalni ravni se 5‒15 odstotkov nosečnosti izide z makrosomijo in 20–30 
odstotkov nosečnosti, ki jih spremlja GDM (Boulet in sod., 2003; Henriksen, 2008; 
Mohammadbeigi in sod., 2013; de Onis in sod., 2010). V naši raziskavi smo makrosomijo 
definirali kot porodno maso otroka nad 90. percentilo za gestacijsko starost v slovenski 
populaciji. Med nosečnicami z GDM, vključenimi v to študijo, jih je 30 odstotkov rodilo 
makrosomnega otroka, kar je na zgornji meji svetovne pojavnosti (preglednica 18). Rezultat 
je zaskrbljujoč. Prekomerna telesna masa in debelost pred zanositvijo ter hiperglikemija sta 
močna dejavnika tveganja (Jolly in sod., 2003; Clausen in sod., 2005; Jensen in sod., 2003; 
Barakat in sod., 2016). Vključene nosečnice z makrosomnim otrokom so imele višji ITMz in 
v 2. trimestru statistično značilno višji indeks HOMA v primerjavi s kontrolno skupino, kar 
pomeni, da so imele višjo inzulinsko rezistenco. Vendar so bile vse preiskovane nosečnice z 
GDM skozi nosečnost spremljane pri diabetologih in so posledično bili nivoji glikiranega 
hemoglobina primerljivi v obeh skupinah nosečnic (preglednica 25). Namen naše raziskave 
mikrobiote nosečnic z GDM je bil določiti bakterijske vrste, ki naj bi bile vpletene pri pojavu 
makrosomije, oziroma vrste, s katerimi bi preprečili vpliv teh škodljivih vrst ter jih uporabili 
kot žive pripravke bakterij. Spremljali smo tudi prehranske navade in nosečnice izobrazili o 
zdravi prehrani. V naši raziskavi so se prehranski vzorci udeleženk med nosečnostjo bistveno 
izboljšali in makrosomni otroci so se rodili neodvisno od prehrane med nosečnostjo (Munda 
in sod., 2019).   
Iz vzorcev fecesa v našo raziskavo vključenih nosečnic smo izolirali celokupno DNA in 
opravili metataksonomsko analizo. Dobljene sekvenčne podatke smo analizirali in določili 
razlike v strukturi fekalne združbe v 2. in 3. trimestru nosečnosti med skupinama nosečnic z 
GDM, ki so rodile makrosomnega otroka, in nemakrosomnega otroka. Drugi sklop analiz je 
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obsegal ekstrakcijo in kvantifikacijo KMK iz vzorcev fecesa nosečnic v obeh trimestrih in 
opredelitev razlik v zastopanosti glavnih treh KMK (acetat, propionat, butirat) med 
preiskovanimi skupinami nosečnic z GDM. V tretjem sklopu analiz smo se osredotočili na 
dejstvo, da z analizo podatkov, pridobljenih s sekvenciranjem, zaradi naravne raznolikosti 
mikrobiote pogosto ni jasnih korelacij med sestavo mikrobiote in preučevanim fenotipom 
(stanjem) gostitelja. Poleg tega zaradi plastičnosti genomov nekaterih bakterijskih vrst lahko 
na fenotip gostitelja vplivajo le določeni sevi, ki jih s sekvenciranjem genov za 16S rRNA ne 
razlikujemo med seboj. V ta namen smo izbrali bakterijsko vrsto E. coli, ki je pomemben 
predstavnik fakultativno anaerobnega dela črevesne mikrobiote odraslih. Bakterija E. coli je 
dobro raziskana, a podatkov o prevalenci virulentnih dejavnikov in filogenetski strukturi 
izolatov iz fecesa nosečnic z GDM v literaturi ni opisanih. Izolati iz skupine B2 imajo pogosto 
tudi zapise za genotoksine, za katere je dokazano, da lahko zaradi poškodovanja DNA 
gostitelja sprožijo tumorigenezo. Iz vzorcev fecesa nosečnic z GDM smo izolirali seve E. coli, 
jih uvrstili v filogenetske skupine po Clermontu in genotipizirali na prisotnost genov za 
virulentne dejavnike. Posebno pozornost smo namenili skupkom genov za genotoksina Usp 
in kolibaktin, kar je predstavljalo četrti sklop analiz.  
5. 1  ČREVESNA MIKROBIOTA NOSEČNIC Z GDM  
Zaradi finančnih omejitev smo analizirali bakterijske fekalne združbe iz le 18 nosečnic z GDM 
iz drugega in tretjega trimestra nosečnosti, skupaj 36 metagenomov. V vzorcih fecesa 
nosečnic sta v najvišjem odstotku bili prisotni debli Firmicutes in Bacteriodetes. Sledili sta 
debli Proteobacteria in Actinobacteria (slika 5), kar je skladno s številnimi predhodnimi 
raziskavami črevesne mikrobiote. Izpostaviti velja, da v našo raziskavo niso bile vključene  
zdrave nosečnice (nosečnice brez GDM), zato na podlagi naših rezultatov ne moremo sklepati 
o spremembah v strukturi črevesne mikrobiote, ki se zgodijo med napredovanjem zdrave 
nosečnosti. Podatke o mikrobioti zdravih nosečnic lahko črpamo iz literature, a so rezultati 
različnih raziskav tudi nasprotujoči, saj so Koren in sodelavci (2012) pokazali, da se črevesna 
mikrobiota skozi trimestre nosečnosti spreminja, medtem ko so DiGulio in sodelavci (2015) 
ugotovili, da ostaja stabilna. 
5. 1. 1 Razlike v črevesni mikrobioti glede na pojav makrosomije 
Hipoteza: Črevesna mikrobiota matere z makrosomnim otrokom se razlikuje od črevesne 
mikrobiote matere otroka, rojenega z normalno telesno maso.   
Analizirali smo fekalno združbo glede na pojav makrosomije. 10 nosečnic z GDM je rodilo 
nemakrosomnega otroka in 8 nosečnic makrosomnega. Analize uvrščenih OTU na nivoju 
debla so pokazale statistično značilno znižanje debla Firmicutes in zvišanje debla 
Proteobacteria v 3. trimestru v skupini nosečnic z makrosomnim otrokom v primerjavi s 
skupino, ki je rodila nemakrosomnega otroka. Znižan odstotek Firmicutes pri nosečnicah z 
makrosomnim otrokom je bil posledica nižjega odstotka razreda Clostridia. Črevesne 
disbioze, tudi disbioze povezane s sladkorno boleznijo tipa 2, se kažejo z znižanim odstotkom 
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Firmicutes, kar so opisali v številnih študijah (Larsen in sod., 2010; Qin in sod., 2012; 
Karlsson in sod., 2013). Nižji odstotek Firmicutes so zaznali tudi 16 mesecev postpartum pri 
skupini nosečnic, ki so imele GDM v primerjavi s skupino brez GDM (Fugmann in sod., 
2015). Zvišan odstotek Proteobacteria povezujejo predvsem z disbiozami, ki se pojavijo pri 
debelosti (Shin in sod., 2015; Méndez-Salazar in sod., 2018). V naši raziskavi je razlika v 
Proteobacteria nastala tudi zaradi vrste B. wadsworthia, ki je v 3. trimestru bila prisotna v 
značilno višjem odstotku pri nosečnicah z GDM, ki so rodile makrosomnega otroka v 
primerjavi s skupino, ki je rodila nemakrosomega otroka. Predhodne raziskave na miših z 
okvarjenim genom za IL-10 so pokazale, da prehrana, bogata z nasičenimi mlečnimi 
kislinami, sproži cvetenje tega sulfit reducirajočega patobionta, ki inducira provnetni imunski 
odziv črevesne sluznice in spodbuja nastanek spontanega kolitisa (Devkota in sod., 2012). V 
analizah razlik med trimestroma (2T/3T, poglavje 4.1.1.9) smo tudi opisali značilno povišanje 
B. wadsworthia v 3. trimestru v primerjavi z 2. v skupini nosečnic z makrosomnim otrokom, 
a ne v skupini z nemakrosomnim otrokom (slika 21B). V 3. trimestru je pri nosečnicah z 
makrosomnim otrokom prišlo do cvetenja te bakterije, ki v črevesju povzroča vnetje. 
Dokazano je, da B. wardsworthia skupaj s prehrano, bogato z maščobami, izzove višje ravni 
vnetja, moti delovanje črevesne pregrade, okvari metabolizem žolčnih kislin in posledično 
privede do motenj metabolizma glukoze, zamaščenosti jeter. Poročali so o farmakološkem 
zavrtju vnetja, povezanega z B. wadsworthia, s katerim so demonstrirali intrinzično 
sposobnost bakterije, ki je lahko negativno vplivala na nadzor glikemije in na delovanje jeter.  
(Natividad in sod., 2018). B. wadsworthia so izolirali iz bolnikov z vnetjem slepiča (Kasten 
in sod., 1992; Bernard in sod., 1994), visoko zastopanost bakterije pa so povezali tudi s 
prehrano, bogato z maščobami (David in sod., 2014; Devkota in sod., 2012).  
Vse ostale bakterijske vrste (preglednica 23), ki so se med skupinama nosečnic razlikovale 
statistično značilno, so bile v skupini nosečnic z makrosomnim otrokom prisotne v nižjem 
odstotku kot v skupini z nemakrosomnim otrokom. Izpostavili bi znižan nivo vrste 
Faecalibacterium prausnitzii (F. prausnitzii) in Blautia obeum (B. obeum, včasih 
Ruminococcus obeum), ki ju povezujejo s črevesnimi disbiozami. Znižan nivo F. prausnitzii 
so povezali s ponovnim zagonom Crohnove bolezni, apliciranje bakterije pri miših pa je 
zmanjšalo vnetje na modelu kemično sproženega kolitisa, kar nakazuje na protivnetne 
lastnosti F. prausnitzii (Sokol in sod., 2008). V supernatantu gojene F. prausnitzii so 
identificirali bioaktivno protivnetno molekulo, ki je vsaj delno odgovorna za zmanjšanje 
črevesnega vnetja (Quévrain in sod., 2016). Za B. obeum so poročali, da ima skupaj z drugimi 
ustreznimi taksoni, med katerimi je tudi F. prausnitzii, pomembno vlogo v procesu okrevanja 
po okužbi z Vibrio cholerae (Hsiao in sod., 2014) in tudi pri zorenju mikrobiote pri otrocih 
(Subramanian in sod., 2014). Znižan nivo B. obeum so zaznali tudi v črevesni mikrobioti 
bolnikov z akutnim možganskim infarktom (Huang in sod., 2019).    
Med skupinama smo zaznali statistično značilne razlike v α-diverziteti in sicer značilno nižje 
vrednosti indeksov Chao1 in Shannon v obeh trimestrih v skupini z makrosomnim otrokom v 
primerjavi s skupino nosečnic z nemakrosomnim otrokom (preglednica 24). Tudi indeks 
Simpson je bil nižji v makrosomni skupini, a le v 2. trimestru nosečnosti. Crusell in sodelavci 
(2018) so analizirali črevesno mikrobioto nosečnic z GDM in nosečnic z normalno presnovo 
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glukoze v 3. trimestru nosečnosti in postpartum. Razlik v α-diverziteti med skupinama 
nosečnic niso zaznali. Kuang in sodelavci (2017) pa so poročali o nižji α-diverziteti črevesne 
mikrobiote v skupini nosečnic z GDM kot v kontrolni skupini. V našo raziskavo nismo 
vključevali zdravih nosečnic, podatki iz literature pa si nasprotujejo. Vendar raziskave, 
povezane s črevesnimi disbiozami, ponavadi navajajo nižjo α-diverziteto v 
analizirani/preučevani skupini, kadar jo primerjajo z zdravo skupino (kontrolo). V primerjavi 
z zdravimi ljudmi so nižjo α-diverziteto ugotovili pri bolnikih s Crohnovo boleznijo 
(Manichanh in sod., 2006), z nealkoholno zamaščenostjo jeter (Shen in sod., 2017) in tudi 
pri bolnikih s kolorektalnim rakom in benignimi adenomi (Dongmei in sod., 2019). Morda 
je nižja α-diverziteta črevesne mikrobiote pri nosečnicah z GDM dejavnik, ki prispeva k 
pojavu makrosomije. Za potrditev je potrebna študija, kjer bi poskušali vplivati na diverziteto 
v dveh randomiziranih skupinah. Vzorčiti je potrebno vse tri trimestre in mogoče celo 
večkrat na trimester, da bi povezavo morebiti lahko dokazali. 
Analiza β-diverzitete je pokazala, da so nosečnice z makrosomnim otrokom imele v obeh 
trimestrih statistično značilno višjo β-diverziteto v primerjavi s skupino, ki je rodila 
nemakrosomnega otroka, kljub temu da se je v skupini nosečnic z nemakrosomnim otrokom 
β-diverziteta od 2. do 3. trimestra značilno zvišala (poglavje 4.1.1.9.1, slika 23A). Torej so 
bile razlike v sestavi mikrobiote nosečnic z makrosomnim otrokom večje kakor razlike v 
mikrobioti nosečnic z nemakrosomnim otrokom. V skupini nosečnic z makrosomnim otrokom 
razlik v β-diverziteti med trimestroma nosečnosti nismo zaznali. Zvišanje β-diverzitete naj bi 
bilo značilno za normalno napredovanje nosečnosti, kar navajajo Koren in sodelavci (2012), 
podobne rezultate so dobili tudi v študiji Rothenberg in sodelavci (2019). Dve študiji pa sta 
poročali o stabilni mikrobioti brez razlik v β-diverziteti med trimestri nosečnosti (DiGulio in 
sod., 2015; Avershina in sod., 2014). V znanstveni literaturi pogosto opažamo povezave, da 
je višja diverziteta odraz zdrave mikrobiote in nižja diverziteta odraz manj stabilne 
mikrobiote. A s tem se ne strinja Shade (2017) in sicer z argumentom, da še zmeraj 
namenjamo vire za razumevanje ekoloških mehanizmov, čeprav bi v primeru, da višja 
diverziteta vedno pomeni boljše stanje mikrobne skupnosti lahko upravljali tako, da bi jih 
preprosto naredili bolj raznolike. Težko/neprimerno je povezovati višjo diverziteto v skupini 
nosečnic z makrosomnim otrokom z bolj stabilno mikrobioto. Mogoče je ekosistem/združba 
»stabilen«, kadar se diverziteta giblje v nekem okvirju/razponu, ki ga še ne poznamo, in 
odstopanje od normalnega razpona v oba ekstrema verjetno ni odraz stabilnosti 
ekosistema/združbe. 
Analizirali smo tudi razlike med skupinama v prehranjevalnih navadah. Zaznali smo 
statistično značilne negativne povezave med rojstvom makrosomnega otroka in prehranskimi 
navadami nosečnic pred zanositvijo in tudi med nosečnostjo, in sicer negativne korelacije z 
nižjim vnosom maščob, s pogostejšim nadomeščanjem mastnega mesa z nemastnim, 
perutnino, ribami in stročnicami in z uživanjem manj slane hrane (slika 16). V naši raziskavi 
so se makrosomni otroci statistično značilno večkrat rodili nosečnicam, ki so pred zanositvijo 
imele povišano telesno maso ali debelost. Rezultati prehranjevanja temeljijo na 
samoporočanju in morda bi lahko nosečnice s povišano telesno maso ali debelostjo pred 
zanositvijo podale bolj družbeno sprejemljive odgovore. Vendar temu ni tako, saj so serumske 
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vrednosti trigliceridov in skupnega holesterola med skupinama nosečnic primerljive, 
vrednosti LDL-holesterola pa celo mejno značilno višje v skupini nosečnic, ki so rodile 
nemakrosomnega otroka v primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka 
(p = 0,072) (preglednica 25). Učinek cvetenja B. wadsworthia na črevesno vnetje je bil opisan, 
vendar kljub dokumentirani povezavi s prehranskim maščobnim vnosom še vedno ni znano 
ali/kako B. wadsworthia negativno vpliva na presnovo gostitelja. Mehanizem, s katerim lahko 
posamezna bakterijska vrsta igra pleiotropno vlogo pri več boleznih ostaja nejasen, kljub temu 
da rezultati raziskav kažejo, da prehrana igra pomembno vlogo pri spodbujanju cvetenja te 
bakterije (Wu in sod., 2015). Glede na rezultate prehranskih anket in vrednosti serumskih 
biokemijskih parametrov v našo raziskavo vključenih nosečnic zaključujemo, da so bili 
prehranski vzorci nosečnic, ki so rodile makrosomnega otroka celo nekoliko boljši kot 
prehranski vzorci nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka in zato sklepamo, da cvetenje 
B. wadsworthia v naši raziskavi ni bilo posledica prehrane. Natividad in sodelavci (2018) so 
pokazali, da B. wadsworthia poslabša že v osnovi škodljiv vpliv prehrane, bogate z 
maščobami na presnovo gostitelja. Pokazali so tudi, da sev Lactobacillus rhamnosus CNCM 
I-3690 omeji imunsko in presnovno okvaro, ki jo povzroči B. wadsworthia. Omeji njeno 
širjenje, zmanjša vnetje in okrepi črevesno pregrado. S tem so pokazali novo terapevtsko 
strategijo tako pri vnetnih kot presnovnih boleznih, ki jih povzroči razcvet bakterije B. 
wadsworthia.  
Črevesna mikrobiota matere z makrosomnim otrokom se razlikuje od črevesne mikrobiote 
matere nemakrosomnega otroka, zato postavljeno hipotezo potrjujemo. 
5. 1. 2 Razlike v črevesni mikrobioti glede na ITMz in porast telesne mase med 
nosečnostjo  
Hipoteza: Črevesna mikrobiota nosečnic z GDM in debelostjo se razlikuje od črevesne 
mikrobiote nosečnic z GDM in normalno telesno maso. 
Hipoteza: Porast telesne mase med nosečnostjo se razlikuje med nosečnicami z različno 
strukturo mikrobiote. 
Analizirali smo razlike v črevesni mikrobioti nosečnic z GDM glede na ITMz in glede na 
porast telesne mase med nosečnostjo. Nosečnice z GDM, ki so pred zanositvijo imele 
povišano telesno maso ali debelost so pridobile značilno manj kilogramov med nosečnostjo v 
primerjavi z nosečnicami, ki so imele pred zanositvijo normalno telesno maso (preglednica 
18). Prav tako so nosečnice s povišano telesno maso ali debelostjo značilno večkrat rodile 
makrosomnega otroka v primerjavi s skupino nosečnic, ki so imele normalno telesno maso 
pred zanositvijo. Težko je zaključiti, katera taksonomska enota je z določenim kriterijem bolj 
značilno povezana, tudi zaradi nizkega števila sekvenciranih vzorcev metagenomske DNA v 
posameznem trimestru nosečnosti. V analizah fekalne združbe v povezavi z ITMz bi 
izpostavili pozitivno korelacijo med predstavniki Flavobacteria v 2. trimestru ter pozitivno 
korelacijo med ITMz in predstavniki Proteobacteria v 3. trimestru nosečnost (slika 24). Le 
Chatelie in sodelavci (2013) so poročali o zvišanih nivojih Proteobacteria in Bacteroidetes v 
skupini debelih posameznikov v primerjavi s suhimi posamezniki. V naši raziskavi pozitivne 
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korelacije med prisotnostjo debla Bacteriodetes in ITMz nismo zaznali, smo pa zaznali 
pozitivne korelacije med prisotnostjo predstavnikov nižjih taksonomskih enot Bacteriodetes 
in ITMz in sicer korelacijo med prisotnostjo razreda Flavobacteria in družin 
Flavobacteriaceae in Cytophagaceae. Sen in sodelavci (2017) so na modelu podgan pokazali 
s prehrano inducirano disbiozo, ki je vodila do porasta telesne mase. Prehrana z nizko 
vsebnostjo maščob in visoko vsebnostjo sladkorjev je vodila do povišanja Proteobacteria in 
do debelosti. Zaznali smo tudi negativno korelacijo med prisotnostjo Eubacteriaceae v 3. 
trimestru in ITMz. Korelacija je bila statistično značilna tudi na nižjih taksonomskih nivojih, 
med rodom Eubacterium oziroma vrsto Eubacterium eligens in ITMz. Višji kot je bil ITMz, 
manj je bilo omenjenih predstavnikov. Kuang in sodelavci (2017) so tudi z rodom 
Eubacterium in vrsto Eubacterium eligens opisali črevesno disbiozo pri nosečnicah z GDM. 
Navedli so statistično značilno višji odstotek Eubacterium pri zdravih nosečnicah in pri 
nosečnicah z GDM. Vendar so nosečnice z GDM imele statistično značilno višji ITMz kot 
nosečnice brez GDM (kontrolna skupina), a razlik v mikrobioti glede na ITMz niso analizirali. 
Zato bi zvišan nivo Eubacterium pri njihovih kontrolah lahko bil tudi posledica nižjega 
indeksa telesne mase nosečnic brez GDM pred zanositvijo, kot se je to pokazalo na našem 
vzorcu, kjer imajo vse vključene nosečnice GDM. V 3. trimestru smo zaznali tudi močno 
pozitivno korelacijo med zastopanostjo vrste Alistipes indistinctus in ITMz (slika 27). V 
raziskavi Davida in sodelavci (2014) so na 10 prostovoljcih pokazali, da prehrana z visoko 
vsebnostjo maščob in nizko vsebnostjo vlaknin zvišuje nivoje črevesnih predstavnikov z 
visoko toleranco do žolčnih kislin, med drugimi tudi Alistipes in Bacteroides, in znižuje nivoje 
črevesnih predstavnikov, kot so Roseburia, Eubacterium in Ruminococcus, ki razgrajujejo 
rastlinske polisaharide. Vrieze in sodelavci (2012) pa so bolnikom z metabolnim sindromom 
zamenjali črevesno mikrobioto s fekalnim pripravkom vitkih darovalcev ali pa z lastnim 
fekalnim pripravkom. Pri bolnikih, ki so prejeli mikrobioto od vitkih darovalcev, so opazili 
znatno znižanje inzulinske rezistence in povišanje predstavnikov črevesne mikrobiote, ki 
proizvajajo butirat (Eubacterium, Roseburia) v primerjavi z bolniki, ki so prejeli nazaj svojo 
mikrobioto. Za butirat so pokazali, da znižuje raven lipogeneze in serumskega holesterola z 
aktivacijo intestinalne glukoneogeneze, kar prispeva k homeostazi glukoze (Hosseini in sod., 
2011).   
Actinobacteria je edino deblo, ki je v naši raziskavi koreliralo s porastom mase med 
nosečnostjo. V 2. trimestru je nivo Actinobacteria negativno koreliral s porastom telesne mase 
med nosečnostjo. Na taksonomskem nivoju reda Coriobacteriales je odstotek uvrščenih OTU 
negativno koreliral s porastom mase med nosečnostjo a hkrati pozitivno z indeksom telesne 
mase pred zanositvijo. Statistično značilna pozitivna povezava med ITMz in Coriobacteriales 
je verjetno posledica prepletanja skupin, saj smo na nižjem taksonomskem nivoju družine 
(Coriobacteriaceae) spet zaznali statistično značilno negativno povezavo s porastom mase 
med nosečnostjo, a ne značilno pozitivne z ITMz (slika 25). Zhao in sodelavci (2019) so 
družino Coriobacteriaceae prepoznali kot potencialni označevalec, ki povezuje telesno vadbo 
z izboljšanjem zdravja. Opazili so statistično značilno zvišanje predstavnikov iz družine 
Coriobacteriaceae po fizični aktivnosti. Clavel in sodelavci (2014) pa so poročali, da je 
družina Coriobacteriaceae vpletena v metabolizem žolčnih soli in da lahko fizična vadba 
zmanjša delež sekundarnih žolčnih kislin v blatu. Višji porast telesne mase med nosečnostjo 
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je verjetno tudi posledica slabše fizične aktivnosti med nosečnostjo, kar bi lahko razložilo 
negativno korelacijo med Coriobacteriaceae in porastom telesne mase med nosečnostjo v naši 
raziskavi. Verjetno so se zaradi upoštevanja smernic in sprememb v prehranjevalnih navadah 
in gibanju nosečnice s povišano telesno maso in debelostjo pred zanositvijo zredile značilno 
manj med nosečnostjo kot nosečnice, ki so pred zanositvijo imele normalno telesno maso. 
Izpostavili bi še nekaj bakterijskih vrst, ki so bile statistično značilno negativno povezane s 
porastom telesne mase med nosečnostjo. V 2. trimestru nosečnosti je s porastom telesne mase 
med nosečnostjo negativno koreliral odstotek uvrščenih OTU vrst B. obeum in Bacteroides 
sp. ter v 3. trimestru Bacteroides faecis (B. faecis). V raziskavi Brahe in sod. (2015) so vrste 
Bacteroides cellulosilyticus, B. faecis, Bacteroides nordii in Bacteroides pectinophilus 
negativno korelirale z označevalci inzulinske rezistence in/ali označevalci dislipidemije, kar 
kaže na probiotični potencial teh bakterij. Nekatere od omenjenih vrst so že povezali s 
presnovno homeostazo, tudi vrsto Bacteroides pectinophilus, ki je bila bolj zastopana v blatu 
vitkih ljudi v primerjavi z debelimi (Le Chatelier in sod., 2013). Prisotnost vrste B. obeum je 
negativno korelirala v 2. trimestru s porastom telesne mase med nosečnostjo ter v 3. trimestru 
z ITMz in makrosomijo. Vrsta je bila prisotna v nižjem odstotku pri vseh analiziranih kriterijih 
in zaključujemo, da je dober kazalec – označevalec črevesne disbioze. V primerjavi s 
kontrolno skupino so znižan odstotek Blautia sp. ugotovili v črevesni mikrobioti bolnikov s 
kolorektalnim rakom (Chen in sod., 2012), pri otrocih z diabetesom tipa 1 (Murri in sod., 
2013) in tudi pri bolnikih z akutnim možganskim infarktom (Huang in sod., 2019).  
Črevesna mikrobiota nosečnic z GDM in debelostjo se razlikuje od črevesne mikrobiote 
nosečnic z GDM in normalno telesno maso. Porast telesne mase med nosečnostjo se razlikuje 
med nosečnicami z različno strukturo mikrobiote. Obe hipotezi potrjujemo. 
Poleg vrste B. obeum, ki je bila v naši in tudi v mnogo drugih raziskavah v primerjavi s 
»kontrolo« prisotna v nižjem odstotku, bi za študije bakterijskih pripravkov za preprečevanje 
pojava makrosomije bilo smiselno uporabiti tudi vrsti Faecalibacterium prausnitzii in 
Eubacterium eligens ter verjetno tudi ostale vrste, za katere so opisali blagodejni učinek na 
črevesno homeostazo. V naši študiji se je cvetenje bakterije B. wadsworthia pokazalo kot 
črevesni označevalec makrosomnega izida. Poleg primernih bakterijskih pripravkov, tudi z 
Lactobacillus rhamnosus CNCM I-3690 (Natividad in sod., 2018), bi bilo smiselno uživati 
prehrano, ki ne favorizira razcveta bakterije.   
5. 2  KRATKOVERIŽNE MAŠČOBNE KISLINE (KMK) V FECESU 
NOSEČNIC Z GDM 
Hipoteza: Razlika v prisotnosti/številčnosti anaerobnega indikatorja in količina butirata v 
mikrobni združbi sovpada z razliko mikrobne združbe, ugotovljene z NGS med oblikovanimi 
skupinami nosečnic z GDM in normalno telesno maso ter debelostjo. 
Številne raziskave potrjujejo pomen KMK pri ohranjanju zdravja in preprečevanju razvoja 
bolezni. Poleg tega da so KMK vir hranil za kolonocite, vplivajo tudi na izražanje genov z 
inhibicijo deacetilaze histonov in aktivirajo receptorje proteinov G. Posledično so učinki 
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KMK številni in igrajo ključno vlogo pri vzdrževanju homeostaze prebavil in imunskega 
sistema.  
Do danes je po nam znanih podatkih objavljena zgolj ena raziskava, ki je kvantificirala KMK 
iz fecesa nosečnic (Jost in sod., 2014). Zaradi njihovega pomena so KMK predmet številnih 
raziskav, ki pa so zaradi razlik v metodologiji pogosto med seboj neprimerljive, npr. 
koncentracije KMK so lahko podane na suho ali mokro maso fecesa ali kot mM KMK v 
fekalni vodi. Jost in sodelavci (2014) so ugotovili, da so koncentracije KMK, podane v mM, 
v fecesu nosečnic povišane v primerjavi s podatki iz literature, ki vključujejo analize KMK 
pri nenosečih posameznikih. Povišane koncentracije KMK med nosečnostjo naj bi bile odraz 
metabolnih sprememb in nizke stopnje vnetja, kar je domnevno koristno v kontekstu zdrave 
nosečnosti (Koren in sod., 2012; Jost in sod., 2014; Priyadarshini in sod., 2014). To bi lahko 
bilo skladno z našimi rezultati, saj smo v fecesu nosečnic z GDM izmerili relativno visoke 
koncentracije KMK (μmol/g fecesa, mokra masa), višje kot navaja literatura za zdravo 
populacijo ljudi, vključno z nenosečimi ženskami (Høverstad in sod., 1984; Schwiertz in sod., 
2010; Fernandes in sod., 2014). Høverstad in sodelavci (1984) so podali koncentracije KMK 
na mokro maso fecesa (mmol/kg fecesa = μmol/g fecesa) in sicer 37,4 za acetat, 12,5 za 
propionat in 12,4 za butirat. Podobne vrednosti, podane na mokro maso blata v mmol/kg so 
prikazali tudi Fernandes in sodelavci (2014) in sicer 41,4 za acetat, 15,1 za propionat in 14,0 
za butirat. Koncentracije so v naši raziskavi (311,0 za acetat, 48,7 za propionat in 120,5 za 
butirat) bile precej višje. Višje koncentracije bi lahko bile posledica nosečnosti, vendar je 
verjetno smiselno iskati vzroke tudi v načinu vzorčenja, pripravi vzorcev in izbrani metodi. 
Zgoraj omenjene predhodne raziskave so analizirale KMK s plinsko kromatografijo, medtem 
ko smo v naši raziskavi analizirali KMK s HPLC.  
Bolj kot koncentracije se v literaturi omenja razmerje med acetatom, propionatom in 
butiratom (acetat:propionat:butirat), ki pri zdravih ljudeh znaša okoli 60:20–25:15–20 
(Cummings, 1981; Cook in Sellin, 1998; Hijova in Chmelarova, 2007; den Besten in sod., 
2013). Jost in sodelavci (2014) so v fecesu nosečnic dobili nekoliko drugačno razmerje med 
osnovnimi tremi KMK in sicer 65:15:20. V primerjavi s študijami, ki so vključile zdrave 
nenoseče posameznike, so izmerili nekoliko več acetata in manj propionata. V naši raziskavi 
smo dobili podobno razmerje in sicer 65:10:25. Razmerje se v primerjavi z »zdravimi« 
osebami razlikuje predvsem v propionatu, ki je pri nosečnicah in nosečnicah z GDM prisoten 
v precej nižjih koncentracijah. Pokazali so, da ester inulin-propionat, ki ciljno dostavi 
propionat v debelo črevo, zmanjša vnos energije in zavre dolgoročno pridobivanje telesne 
mase pri odraslih s prekomerno telesno maso. Poleg tega je dopolnjevanje hrane z inulin-
propionatom bistveno izboljšalo akutno izločanje inzulina in delovanje celic β. To kaže, da 
povečanje propionata v kolonu izboljša presnovo glukoze (Chambers in sod., 2015; Pingitore 
in sod., 2017). Mogoče je znižanje propionata pri nosečnicah prilagoditev črevesne mikrobiote 
na nosečnost, ki omogoči zvišanje inzulinske rezistence in zagotovi ustrezno preskrbo ploda 
s hranili. Omeniti je potrebno, da se v naši raziskavi koncentracije KMK med trimestroma 
nosečnosti niso bistveno razlikovale.  
Najprej smo analizirali razlike v KMK med nosečnicami z GDM, ki so rodile makrosomnega 
otroka, in nosečnicami, ki so rodile nemakrosomnega otroka. Vrednosti vseh analiziranih 
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KMK so bile v skupini nosečnic z GDM, ki so rodile makrosomnega otroka, višje v primerjavi 
s skupino, ki je rodila nemakrosomnega otroka, a se vrednosti niso razlikovale statistično 
značilno. Še najbližje kriteriju p < 0,05 se je približala razlika med skupinama v vrednostih 
acetata v 3. trimestru nosečnosti (p = 0,092). V serumu in fecesu podgan so ugotovili občutno 
zvišanje acetata po tridnevnem in štiritedenskem uživanju hrane, bogate z maščobami. 
Zaključili so, da povišana proizvodnja acetata kot posledica interakcije mikrobiote s hranili, 
vodi v aktiviranje parasimpatičnega živčnega sistema. Posledično se poveča izločanje grelina, 
hormona, ki povečuje apetit, kar ustvarja pozitivno povratno zanko in se odraža v hiperfagiji, 
hipertrigliceridemiji in v kopičenju lipidov v jetrih in skeletnih mišicah. Dolgoročna 
izpostavljenost visoko kalorični hrani bi lahko v osi »mikrobiota-možgani-celice β« (angl. 
»gut brain axis«) spodbujala debelost in z njo povezane bolezni, tudi hiperlipidemijo, 
nealkoholno zamaščenost jeter in inzulinsko rezistenco (Perry in sod., 2016). A v naši 
raziskavi nismo zaznali višjih vrednosti trigliceridov in holesterola v skupini nosečnic z 
makrosomnim otrokom v primerjavi s skupino, ki je rodila nemakrosomnega otroka. Podatki, 
pridobljeni na živalih in ljudeh na splošno kažejo na neposredno regulativno vlogo acetata 
preko več mehanizmov, ki vključujejo porabo energije in uporabo maščob. Poleg tega acetat 
spodbuja sproščanje črevesnih hormonov sitosti in lahko uravnava vnetno stanje. Potrebne so 
študije na ljudeh, ki bodo potrdile oziroma ovrgle »neskladnosti« glede acetata in bodo 
ugotovile, ali bi z uravnavanjem acetata lahko preprečili in obvladovali debelost in s tem 
povezanih okvar v presnovi glukoze in inzulina (Canfora in sod., 2015; Koh  in sod., 2016; 
Canfora in Blaak, 2017; Frost in sod., 2014; Sahuri-Arisoylu in sod., 2016). 
Sledila je analiza KMK glede na ITMz. Nosečnice z GDM in z normalno telesno maso pred 
zanositvijo so imele v fecesu statistično značilno nižje vrednosti acetata in propionata v obeh 
trimestrih nosečnosti v primerjavi z nosečnicami, ki so pred zanositvijo imele povišano 
telesno maso ali debelost. To je skladno s številnimi raziskavami, ki ne podpirajo izključno 
koristne vloge KMK. Metaboliti oksidacije KMK se lahko uporabijo za sintezo lipidov de 
novo in glukoze (McNeil, 1984), epidemiološke študije na miših pa so pokazale, da višje 
koncentracije KMK v fecesu pozitivno korelirajo z višjo telesno maso, medtem ko so nižje 
vrednosti KMK povezane z vitkostjo (Turnbaugh in sod., 2006; Schwiertz in sod., 2010; 
Rahat-Rozenbloom in sod., 2014). Poleg tega so metagenomske študije pokazale, da je pri 
debelih ljudeh črevesna mikrobiota obogatena s potmi, ki vključujejo mikrobno fermentacijo 
ogljikovih hidratov (Turnbaugh in sod., 2009).  
Zadnji sklop analiz KMK je zajemal skupino nosečnic, ki so se med nosečnostjo normalno 
zredile in skupino nosečnic, ki so se prekomerno zredile. Nosečnice s prekomernim porastom 
telesne mase med nosečnostjo so imele v fecesu 3. trimestra značilno višje koncentracije 
butirata v primerjavi z nosečnicami z normalnim porastom telesne mase (preglednica 32). 
Prekomeren porast telesne mase med nosečnostjo zvišuje tveganja za carski rez, za rojstvo 
makrosomnega otroka, za težje izgubljanje telesne mase po porodu in tudi za prekomerno 
telesno maso otroka v kasnejšem življenju (Institute of Medicine, 1990; Galjaard in sod., 
2013; Kominiarek in Peaceman, 2017). Za butirat so pokazali, da bi lahko preko regulacije 
črevesnih hormonov vplival na preprečevanje debelosti in inzulinske rezistence (Samuel in 
sod., 2008; McNabney in Henagan, 2017). V zadnjem času je butirat deležen posebne 
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pozornosti zaradi svojih blagodejnih učinkov na črevesno homeostazo, vendar vloga butirata 
v kontekstu pridobivanja telesne mase in debelosti ostaja sporna (Liu in sod., 2018). 
Zanimivo je, da so bile v naši raziskavi koncentracije acetata in propionata značilno višje pri 
nosečnicah, ki so pred zanositvijo imele povišano telesno maso ali debelost v primerjavi z 
normalno težkimi, a ne koncentracije butirata. Te so bile v 3. trimestru povišane v skupini, ki 
se je med nosečnostjo preveč zredila. V naši raziskavi so se nosečnice s povišano telesno maso 
in debelostjo značilno manj zredile med nosečnostjo kot tiste, ki so pred nosečnostjo imele 
normalno telesno maso. Nosečnice so bile ustrezno vodene in izobraževane o zdravi prehrani. 
Mogoče so bile debele nosečnice še dodatno motivirane zaradi vključenosti v raziskavo. Ne 
glede na nasprotujoče si objave o vlogi KMK se je v naši raziskavi pokazalo, da so višje 
vrednosti acetata in propionata povezane z debelostjo pred nosečnostjo in višje vrednosti 
butirata s prekomerno pridobljeno telesno maso med nosečnostjo.   
Hipoteza teme doktorske disertacije je bila, ali razlika v prisotnosti/številčnosti anaerobnega 
indikatorja in količina butirata v mikrobni združbi sovpada z razliko mikrobne združbe, 
ugotovljene z NGS med oblikovanimi skupinami nosečnic z GDM in normalno telesno maso 
ter debelostjo. V okviru doktorske disertacije te povezave nismo ugotavljali, saj bi bilo 
znanstveno nekorektno. Ker je bil cilj ugotoviti relativno zastopanost taksonomskih skupin v 
fecesu nosečnic z GDM, smo pred analizo NGS ves čas izenačevali koncentracije DNA 
(vstopne koncentracije, koncentracije produktov PCR, koncentracije knjižnic). Posledično ne 
moremo primerjati relativnega odstotka uvrščenih taksonomskih skupin s količino butirata. 
Za takšne povezave bi bil potreben vsaj še en dodaten sklop raziskav, npr. analiza 
transkriptoma.  
5. 1  Escherichia coli V FECESU NOSEČNIC Z GDM 
Hipoteza: Večina sevov E. coli iz filogenetske skupine B2 in/ali D2 imajo genske zapise za 
genotoksina clb in usp; producent genotoksina je zaščiten pred delovanjem lastnega toksina.  
Hipoteza: Celotna mikrobiota in populacija E. coli nosečnic, ki so med nosečnostjo prejemale 
antibiotike, se razlikuje od mikrobiote oziroma populacije E. coli nosečnic brez antibiotične 
terapije.  
E. coli je sestavni del normalne črevesne mikrobiote. E. coli in druge fakultativne bakterije so 
prve bakterijske vrste, ki kolonizirajo prebavni trakt novorojenca (Palmer in sod., 2007; 
Secher in sod, 2016). Opisali so znotraj maternično kontaminacijo mekonija z E. coli iz 
črevesne mikrobiote matere (Jimenez in sod., 2008) in tudi placentalno mikrobioto, kjer je E. 
coli najbolj zastopana vrsta (Aagaard in sod., 2014), kar je ovrgla študija de Goffau in 
sodelavcev (2019), a diskusija ostaja odprta. Poleg kolonizacije črevesa ima lahko E. coli tudi 
negativno vlogo. Neonatalne okužbe so pogosto posledica materinega prenosa E. coli med 
porodom (Korczak in sod. 2005; Soto in sod. 2008; Watt in sod. 2003). Zato kolonizacija 
materine nožnice ali rektuma s patogenimi E. coli, ki imajo zapise za številne dejavnike 
virulence, lahko igra pomembno vlogo pri razvoju neonatalnega meningitisa in tudi sepse 
(Hilbert in sod. 2008; Watt in sod., 2003). Podatki o sevih, pridobljenih iz nosečnic, so 
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pomembni, saj potrebujemo znanje o antibiotični dovzetnosti sevov E. coli za izbiro pravilnih 
antibiotikov pri zdravljenju okužb, ki jih le-ti povzročijo (Fakruddin in sod. 2013; Hilbert in 
sod. 2009).  
Iz vzorcev fecesa 46 nosečnic smo izolirali 137 neklonalnih izolatov E. coli sensu stricto. 
Podatkov o fenotipih in genotipih E. coli iz fecesa nosečnic z GDM po nam znanih podatkih 
ni. Največ izolatov se je uvrstilo v filogenetsko skupino B2, kar ni bilo presenetljivo, saj 
prevalenca skupine B2 v razvitem svetu narašča (Gordon in Cowling, 2003; Secher in sod., 
2013; Arthur in sod., 2012; Escobar-Páramo in sod., 2006; Stoppe in sod., 2017). Izolate smo 
s PCR preverili na prisotnost genetskih zapisov za 28 dejavnikov virulence. S filogenetsko 
skupino B2 je bilo statistično značilno povezanih več kot polovica testiranih virulentnih 
dejavnikov. To so bili fimH, papGIII, iha, afa/dr, kpsMTII, tcpC, traT, fyuA, irp2, aer, vat, 
hlyA, ibeA, cnf1 ter clb in usp (preglednica 37). Izolati iz B2 imajo pogosto več genov za 
dejavnike virulence in nekateri se pogosto pojavljajo skupaj (Johnson in sod, 2001; Petkovšek 
in sod., 2009; Buc in sod., 2013), kar se je pokazalo tudi na izolatih E. coli iz fecesa nosečnic 
z GDM (slika 29). Danes poleg že znanih filogenetskih skupin (A, B1, B2, D) z izpopolnjeno 
metodo PCR prepoznavamo tudi nove skupine C, E, F in Klad I (Clermont in sod., 2013). V 
naši študiji se je 8,8 odstotkov izolatov uvrstilo v skupino D in 7,3 v F. V skupino F se uvrščajo 
izolati, ki so se po stari metodi uvrstili v filogenetsko skupino D. Clermont in sodelavci (2013) 
so staro in izpopolnjeno metodo uvrščanja E. coli v filogenetske skupine primerjali na zbirki 
izolatov E. coli iz Francije in Avstralije. V skupino F se je uvrstilo 6,7 odstotka izolatov iz 
Avstralije in 9,6 iz Francije ter v skupino D 14,2 odstotka iz Avstralije in 9,2 iz Francije 
(Clermont in sod., 2013), kar je primerljivo z našimi rezultati. V iranski zbirki 140 izolatov 
E. coli, ki so povzročale vnetje sečil, se je zgolj 2,9 odstotka izolatov uvrstilo v skupino F in 
prav toliko tudi v D (Iranpour in sod., 2015). Veliko novejših raziskav še vedno navaja staro 
metodo, ki ne prepoznava omenjenih novih filogenetskih skupin. Tako skoraj ni podatkov o 
prevalenci virulentnih dejavnikov, ki se pojavljajo v skupini F. V naši raziskavi je s skupino 
F bilo statistično značilno povezanih 8 od 28 testiranih dejavnikov virulence, kar je največ za 
skupino B2. Poleg adhezinov bi izpostavili statistično značilne povezave z geni, ki zapisujejo 
toksine Sat, enterohemolizin, Verotoksin in genotoksin Usp (preglednica 37). Skupina F se je 
v naši zbirki E. coli pokazala kot potencialno patogena skupina z zanimivim genskim 
repertoarjem, drugačnim kot E. coli iz skupine B2. Daga in sodelavci (2019) so analizirali 48 
E. coli, ki so povzročale bakteremije. 6,3 odstotka izolatov so uvrstili v skupino F, a 
prevalenco virulentnih dejavnikov so podali le za skupino B2.  
Po nam znanih podatkih so le Kaczmarek in sodelavci (2018) analizirali izolate E. coli iz 
nosečnic. Analizirali so izolate E. coli iz nožnice in zadnjika. Izolatov sicer niso uvrstili v 
filogenetske skupine, so pa s PCR preverili genetske zapise za 7 dejavnikov virulence (fimH, 
fimA, sfa/foc, iutA, ibeA, hlyF, neuC), izmed katerih smo mi analizirali zgolj dva in obsežno 
preverjali odpornost proti antibiotikom. Z našo raziskavo lahko primerjamo odstotek 
prisotnosti gena fimH in ibeA. V študiji Kaczmarek in sodelavcev je 94 odstotkov izolatov iz 
zadnjika imelo zapis fimH in 8 odstotkov zapis ibeA, kar je primerljivo z našo raziskavo, kjer 
smo pri 91 odstotkih izolatov zaznali gen fimH in pri 10 odstotkih gen ibeA. Primerljivi so 
tudi odstotki odpornih izolatov. V študiji Kaczmarek in sodelavcev je 22 odstotkov izolatov 
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rastlo na gojiščih z dodanim ampicilinom, 14 na gojiščih s trimetoprimom in 4 odstotki na 
gojiščih s cefotaksimom. Odstotek odpornih izolatov je primerljiv z našo zbirko E. coli, kjer 
je 24 odstotkov izolatov rastlo na gojiščih z dodanim ampicilinom, 13 na gojiščih s 
trimetoprimom in 2 odstotka na gojiščih s cefotaksimom. V naši zbirki je bilo 6,6 odstotka 
izolatov odpornih tudi proti ciprofloksacinu, fluorokinolonskemu antibiotiku širokega spektra 
(preglednica 38), za razliko od študije Kaczmarek in sodelavcev, kjer odpornih izolatov proti 
ciprofloksacinu niso zaznali. Zapisi za odpornost proti ciprofloksacinu so tudi na 
konjugativnih plazmidih, ki se lahko širijo (Mavroidi in sod., 2012; Chen in sod., 2018). Iz te 
perspektive je odstotek proti ciprofloksacinu odpornih izolatov v naši zbirki zaskrbljujoč, saj 
črevesni izolati predstavljalo tudi rezervoar proti antibiotikom odpornih sevov. Poleg tega so 
lahko povzročitelji zunajčrevesnih okužb, ki zahtevajo antibiotično zdravljenje, npr. okužbe 
urinarnega trakta, neonatalni meningitis.  
Večina sevov E. coli iz filogenetske skupine B2 imajo genske zapise za genotoksina clb in 
usp; producent genotoksina je zaščiten pred delovanjem lastnega toksina. Hipotezo 
potrjujemo. 
Hipoteze »Celotna mikrobiota in populacija E. coli nosečnic, ki so med nosečnostjo prejemale 
antibiotike, se razlikuje od mikrobiote oziroma populacije E. coli nosečnic brez antibiotične 
terapije« nismo preverjali, saj je le 6 nosečnic med nosečnostjo uživalo antibiotike in od šestih 
smo sekvencirali metagenome iz zgolj dveh nosečnic.  
5. 3. 1 Razlike v genotipih E. coli med trimestroma nosečnosti in pomen železa   
Najprej smo analizirali genotipe E. coli glede na trimester nosečnosti. Med trimestroma smo 
opazili značilni razliki v prisotnosti zapisov za sideroforja fyuA in irp2, ki omogočata bakteriji 
privzem železa od gostitelja. Zapisa za sideroforja sta bila v 2. trimestru nosečnosti prisotna 
v značilno višjem odstotku v primerjavi s 3. trimestrom in tako sta omogočala bakteriji 
privzem železa takrat, ko ga je bilo v okolju manj na razpolago. Najnižje vrednosti 
hemoglobina imajo nosečnice v 2. trimestru nosečnosti in pogosto uživajo pripravke z 
železom. Do 3. trimestra nosečnosti se železo uspe nakopičiti v telesu (Breymann, 2015). 
Analiza je pokazala negativno korelacijo med uživanjem pripravkov železa in filogenetsko 
skupino B2 ter zapisi za sideroforja (slika 30). Sklepamo, da pomanjkanje železa v prebavilih 
vodi v selekcijo E. coli iz skupine B2, ki ima pogosto številne zapise povezane z virulenco in 
tudi odpornostjo proti antibiotikom. Martin in sodelavci (2017) so v preglednem članku 
poskušali razložiti zviševanje prevalence skupine B2 v razvitem svetu kot posledica prehrane, 
revne z železom in posledičnega uživanja dodatkov železa ter podobnih prehranskih dodatkov. 
Navajajo, da je dolgoročno uživanje pripravkov iz železa povezano z zviševanjem prevalence 
sevov skupine B2, ki imajo zapise za sideroforje. Naši rezultati kažejo nasprotno. Ko je v 
prebavnem traktu železa dovolj, imajo med komenzalnimi sevi E. coli selektivno prednost 
sevi iz ne-B2 filogenetskih skupin z manjšim naborom virulentnih dejavnikov. Kadar 
virulentni dejavniki niso potrebni, lahko predstavljajo v okolju z izrazito kompeticijo tudi 
energetsko breme, ki podaljša generacijski čas in mogoče selekcionira E. coli iz ne-B2 skupin.  
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Zaznali smo še statistično značilno razliko v prisotnosti zapisa ibeA in sicer znižanje 
prevalence v 3. trimestru v primerjavi z 2. trimestrom (preglednica 44), kar je dobrodošlo 
glede na dejstvo, da gen povezujejo z meningitisom pri novorojenčkih (Huang in sod., 2000; 
Huang in sod., 2001). Informacij o molekularnih mehanizmih, ki posredujejo interakcijo 
proteina IbeA z gostiteljskimi celicami, je malo. Cieza in sodelavci (2015) so poročali o 
prispevku IbeA pri interakciji sevov AIEC s celicami črevesnega epitela in makrofagi ter pri 
preživetju in/ali podvojevanju v njih na mišjem modelu. Delecija gena ibeA se je odražala v 
zmanjšani sposobnosti vdora v celice črevesnega epitela in v signifikantno nižji sposobnosti 
preživetja v makrofagih.    
5. 3. 2 Lastnosti E. coli glede na pojav makrosomije 
Nosečnice, ki so rodile makrosomnega otroka, so imele v fecesu značilno več izolatov E. coli 
iz filogenetske skupine F v primerjavi z izolati E. coli, ki smo jih izolirali iz fecesa nosečnic, 
ki so rodile nemakrosomnega otroka. Spermanov koeficient korelacije je pokazal, da 
filogenetska skupina F pozitivno korelira s pojavom makrosomije in skupina B2 negativno 
(slika 32). Raziskav, ki bi uvrstile humane komenzalne E. coli v novo skupino F, je malo 
oziroma jih ni. Filogenetska skupina F se je v naši raziskavi pokazala kot potencialno 
patogena. Analiza genotipov E. coli glede na trimester nosečnosti in makrosomijo je pokazala, 
da je razlika v sideroforjih fyuA in irp2 med trimestroma nastala zaradi skupine nosečnic, ki 
so rodile nemakrosomnega otroka. V skupini nosečnic z makrosomnim otrokom se prevalenca 
sideroforjev od 2. do 3. trimestra ni znižala, ampak je bila približno enaka. V analizah se je 
tudi pokazalo, da se je v skupini nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka, v 3. trimestru 
nosečnosti v prebavilih značilno zvišala prevalenca skupine B1 v primerjavi z 2. trimestrom 
(preglednica 43) in s skupino B1 so bili zapisi irp2, aer in fyuA v naši raziskavi negativno 
povezani (preglednica 37). Dalje, nosečnice z makrosomnim otrokom so imele v fecesu E. 
coli iz skupine F, ki ni značilno povezana s sideroforjema fyuA in irp2, torej ni presenetljivo, 
da se prevalenca sideroforjev v skupini nosečnic z makrosomnim otrokom v 3. trimestru ni 
znižala, čeprav bi se mogoče morala. Klasične pionirske vrste, ki prve kolonizirajo prebavni 
trakt dojenčkov, so fakultativni anaerobi, kot je E. coli in druge enterobakterije (Palmer in 
sod., 2007). Izvor sevov E. coli, ki na začetku naseljujejo prebavni trakt, je raznolik, a se ob 
rojstvu v črevesju dojenčka množično naseli E. coli, ki izvira iz materine mikrobiote, kasneje 
pa kolonizirajo prebavni trakt tudi E. coli iz drugih okolij (Secher in sod, 2016). Glede na 
sprejeto dejstvo, da se komenzalne E. coli uvrščajo predvsem v filogenetski skupini A in B1 
ter patogene v B2, D in F ter tudi glede na odkrit pomen železa in z njim povezanih 
sideroforjev, je mogoče zaskrbljujoče, da v prebavnem traktu nosečnic, ki so rodile 
makrosomnega otroka, ni prišlo do povišanja prevalence izolatov E. coli iz komenzalne 
skupine B1, kot se je zgodilo v nasprotni skupini. Tu je še dejstvo, da imajo vse vključene 
nosečnice GDM, in zato je težko zaključiti/diskutirati o pomenu zvišanja skupine B1. Za 
komenzalne populacije E. coli so namreč pokazali, da imajo med črevesnim vnetjem 
specifični bolezenski potencial in so sposobne inducirati bolezenske znake (Kittana in sod., 
2018).    
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5. 3. 3 Lastnosti E. coli iz fecesa debelih in normalno težkih nosečnic 
Hipoteza: Nosečnice z GDM in normalno telesno maso imajo E. coli z drugačnimi genotipi 
in iz drugih filogenetskih skupin kot nosečnice z GDM in debelostjo.  
Analiza genotipov E. coli je pokazala razliko med izolati E. coli iz fecesa nosečnic z normalno 
telesno maso v primerjavi z izolati iz fecesa nosečnic s povišano telesno maso in/ali debelostjo 
pred zanositvijo v prevalenci filogenetske skupine B1 in sicer relativno višje zastopanje v 
skupini nosečnic s povišano telesno maso/debelostjo (preglednica 45). Rezultat je nekoliko 
presenetljiv, saj bi mogoče pričakovali prav nasprotno.  
Študije na humanih izolatih so poročale o povišani prevalenci črevesne komenzalne E. coli 
med vnetjem, vendar imunski odzivi gostitelja na komenzalno E. coli med vnetjem niso 
natančno opredeljeni. Populacije E. coli lahko sodelujejo pri različnih interakcijah, od 
komenzalne vloge do virulence in povzročitve bolezni. Tudi med komenzalnimi sevi poznamo 
virulentne fenotipe, ki jih sprožijo različni dejavniki (Tenaillon in sod., 2010; Clavel in sod., 
2017). Poročali so o komenzalni E. coli, ki je spodbujala črevesno vnetje preko diferencialne 
proizvodnje interlevkina-6 (Kittana in sod., 2018), a so zaključili, da nasprotujoče lastnosti 
med komenzalno E. coli in patobiontom še niso bile sistematično raziskane v celotni 
populacijski strukturi E. coli (Tenaillon in sod., 2010; Chassaing in sod., 2014;).  
Statistično značilna razlika med skupinama nosečnic je bila še v prisotnosti zapisa tcpC 
(preglednica 46). Patogeni sevi E. coli, predvsem UPEC, se potencialno izognejo imunskemu 
sistemu gostitelja z izločanjem proteina TcpC, ki je sposoben inhibirati signaliziranje preko 
TLR (angl. Toll-Like Receptor) in preko dejavnika mieloidne diferenciacije 88 (MyD88) 
(Kaper in sod., 2004; Cirl in sod., 2008; Yadav in sod., 2010). Starčič Erjavec in sodelavci 
(2010) so primerjali prevalenco tcpC v zbirkah E. coli UPEC in SSTI (angl. soft tissue 
infection) ter komenzalnih črevesnih/fekalnih izolatov E. coli. Ugotovili so primerljivo 
prevalenco tcpC v skupini UPEC (21 odstotkov izolatov) in SSTI (25 odstotkov) ter nižjo v 
komenzalni skupini (8 odstotkov). Podobno prevalenco tcpC so pri komenzalnih E. coli podali 
Cirl in sodelavci (8 odstotkov). V naši raziskavi je 4,4 odstotka izolatov imelo prisoten gen 
tcpC (preglednica 36), kar je skoraj pol manj kot v omenjenih študijah. A ob razdelitvi zbirke 
E. coli na izolate iz fecesa nosečnic z normalno telesno maso in povišano maso/debelostjo, se 
je v skupini s povišano telesno maso/debelostjo prevalenca povzpela do 13 odstotkov 
(preglednica 46) in je bila statistično značilno višja kot v skupini z normalno telesno maso 
pred zanositvijo in tudi višja kot v omenjenih raziskavah (Starčič Erjavec in sod., 2010; Cirl 
in sod., 2008). V študiji Starčič Erjavec in sodelavci (2010) so zapis tcpC tudi pri komenzalnih 
E. coli povezali s skupino B2, kar se je pokazalo tudi v naši raziskavi (preglednica 37). Zaznali 
smo povsem enake korelacije med prisotnostjo zapisa tcpC in zapisi cnf1, hlyA, in usp (slika 
29), kot so jih zaznali Starčič Erjavec in sodelavci (2010). Zapis je povezan z virulentno 
skupino B2 z več dejavniki virulence in povišana prevalenca E. coli z zapisom tcpC v skupini 
nosečnic s povišano telesno maso in/ali debelostjo je mogoče zaskrbljujoča. Starčič Erjavec 
in sodelavci so predlagali, da seve iz različnih mest oziroma različne patotipe, predvsem 
ExPEC, v povezavi z zapisom tcpC, obravnavamo ločeno. Tako je mogoče potrebno tudi v 
naši študiji E. coli z zapisom tcpC iz fecesa nosečnic s povišano telesno maso in/ali debelostjo 
obravnavati ločeno od ostale zbirke.    
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Nosečnice z GDM in normalno telesno maso so imele E. coli z drugačnimi genotipi in iz 
drugih filogenetskih skupin kot nosečnice z GDM in debelostjo, zato hipotezo potrjujemo.    
5. 3. 4 Populacijska struktura E. coli skozi metataksonomsko analizo 
Hipoteza: Razlika v populacijski strukturi E. coli je lahko indikator za spremembo 
mikrobiote, ki jo ugotovimo z analizo z NGS.  
Z zadnjim sklopom analiz smo želeli odgovoriti na vprašanje, ali je razlika v populacijski 
strukturi E. coli lahko indikator za spremembo mikrobiote, ki jo ugotovimo z analizo. Z 
razvojem tehnik sekvenciranja je raziskovanje mikrobiote doživelo pravi razcvet. Vendar 
pregled rezultatov sekvenciranja genov za 16S rRNA iz literature pogosto kaže, da zaradi 
naravno raznolike mikrobiote pri posameznikih ne vidimo jasnih korelacij med sestavo 
mikrobiote in preučevanim fenotipom gostitelja. Črevesna mikrobiota se pri odraslih lahko 
izrazito razlikuje med posamezniki (Human Microbiome Project Consortium, 2012; Bevins 
in Salzman, 2011; Spor in sod., 2011). Poleg tega zaradi plastičnosti genomov nekaterih 
bakterijskih vrst lahko na fenotip gostitelja vplivajo le določeni sevi, ki jih s sekvenciranjem 
genov za 16S rRNA ne razlikujemo med seboj. Rezultate genotipizacije E. coli smo korelirali 
s sekvenčnimi podatki fekalne združbe. Ugotovili smo, da so bolj raznolike populacije E. coli 
povezane z višjo β-diverziteto mikrobiote črevesja. Mikrobiota nosečnic, kjer smo uspeli 
izolirati več kot eno neklonalno E. coli, se je med sabo bolj razlikovala kot mikrobiota, kjer 
smo izolirali zgolj eno neklonalno E. coli (slika 33). Bolj raznolika populacija E. coli v 
črevesju verjetno lahko doprinese k bolj pestremu metabolomu in mogoče olajša 
rast/preživetje drugim skupinam/populacijam mikroorganizmov, ki brez »pomoči« ne bi 
soobstajale, kar se mogoče odraža v bolj raznoliki mikrobioti oziroma v višji β-diverziteti.   
Analizirali smo tudi fekalno združbo glede na prisotnost E. coli iz filogenetske skupine B2. V 
skupini nosečnic, kjer smo iz fecesa uspeli izolirati E. coli iz skupine B2, smo v fekalni združbi 
zaznali višji indeks Chao1 na vseh treh taksonomskih nivojih (družina, rod, vrsta) (slika 35). 
Skupina B2 se je v naši raziskavi pojavljala v mikrobioti z višjo pestrostjo taksonov v 
primerjavi z ostalimi filogenetskimi skupinami. Verjeno ji bogat nabor virulentnih dejavnikov 
omogoča preživetje v združbi z višjo pestrostjo taksonov, saj ima višji fitnes kot E. coli iz 
komenzalnih filogenetskih skupin (A in B1). Skupina B2 je bila najbolj zastopana v naši in 
tudi v mnogih drugih zbirkah. Je zelo uspešna skupina in prevalenca v razvitem svetu narašča, 
tudi med komenzalnimi izolati.  
Zaključujemo, da je razlika v populacijski strukturi E. coli lahko relativno dober indikator za 
spremembo diverzitete fekalne združbe, ki jo ugotovimo z analizo sekvenciranja gena za 16S 
rRNA. Pokazali smo, da se populacijska struktura E. coli, v kateri je prisotnih več neklonalnih 
sevov, pojavlja v bolj raznoliki črevesni mikrobioti nosečnic z GDM in tudi, da se filogenetska 
skupina B2 pojavlja v mikrobioti z višjo pestrostjo taksonov v primerjavi z ostalimi 
filogenetskimi skupinami.       
Razlika v populacijski strukturi E. coli je lahko relativno dober indikator za spremembo 
mikrobiote, ki jo ugotovimo z analizo z NGS, zato hipotezo potrjujemo. 
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4. 5  Protein ClbS in zaščita producenta pred genotoksinom 
Hipoteza: Večina sevov E. coli iz filogenetske skupine B2 in/ali D2 imajo genske zapise za 
genotoksina clb in usp; producent genotoksina je zaščiten pred delovanjem lastnega toksina.  
Genotoksini so pomembni virulentni dejavniki, ki izzovejo poškodbo DNA v evkariontskih 
celicah. Kolibaktin zapisuje genomski otok pks, ki je prisoten med Enterobacteriacea, zlasti 
pri sevih Escherichia coli iz filogenetske skupine B2 (Nougayrède in sod., 2006). 
Zaskrbljujoče je, da se razširjenost teh sevov v razvitih državah močno povečuje (Nowrouzian 
in sod., 2005; Escobar-Páramo in sod., 2004). Naša raziskava je pokazala med sevi bakterije 
E. coli, izolirane iz fecesa nosečnic z GDM, visoko prevalenco zapisov za genotoksina Usp 
in kolibaktin. Slednji  povzroči navzkrižne povezave DNA, ki se med popravljanjem poškodbe 
pretvorijo v dvojne prelome  (Bossuet-Greif in sod., 2018). Dokazano je tudi, da na mišjem 
modelu povzroča kolorektalnega raka in da seve E. coli z otokom patogenosti pks+, izolirajo 
iz sluznice bolnikov s kolorektalnim rakom (Secher in sod., 2013; Arthur in sod., 2012; 
Dalmasso in sod., 2014; Cougnoux in sod., 2014; Dejea in sod., 2018), a Wassenaar (2018) 
poudarja, da so številne študije opisale zvišano prevalenco E. coli v biopsijskih vzorcih 
bolnikov s kolorektalnim rakom, vendar so prezrle številne rodove, ki so bili tudi selektivno 
prisotni. Mikrobiota bolnikov s kolorektalnim rakom se precej razlikuje od zdrave mikrobiote 
(Sanapareddy in sod., 2012; Wang in sod., 2012; Ahn in sod., 2013). 
Bakterijska celica, ki proizvaja genotoksin, se mora zaščititi pred njegovo aktivnostjo. 
Mehanizmov zaščite producenta pred lastnim genotoksinom je več: i) kolibaktin je v 
bakterijski celici sprva v neaktivni obliki. Aktivira se s pomočjo proteina ClbP ob prehodu 
skozi periplazmatski prostor (Dubois in sod., 2011; Brotherton in sod., 2011); 2) protein ClbS, 
ki je tudi zapisan na otoku pks+, je imunski protein kolibaktina, ki cepi ciklopropanski obroč 
v kolibaktinu in ga s tem inaktivira (Bossuet-Greif in sod., 2016; Tripathi in sod., 2017); 3) 
Črnigoj in sodelavci (2014)  so pokazali, da imunski protein Imu3 z nespecifično vezavo na 
DNA zaščiti bakterijsko DNA pred nukleazo Usp (morda zaščiti pred nukleazno aktivnostjo 
genotoksina), zato smo predpostavili, da podobno deluje tudi protein ClbS. Naši rezultati so 
pokazali, da je ClbS več funkcionalni protein, ki ima poleg neposredne inaktivacije 
kolibaktina tudi sposobnost vezave DNA in tako zaščiti genom pred kolibaktinom in drugimi 
škodljivimi agensi. 
S prvim sklopom analiz smo pokazali, da se protein ClbS nespecifično veže na eno- (ssDNA) 
in dvoverižno DNA (dsDNA) in ima približno 40-krat višjo afiniteto za ssDNA v primerjavi 
z dsDNA (slika 36). Z drugim sklopom analiz smo pokazali, da protein ClbS in vivo utiša 
odziv SOS, ki ga sproži razgradnja DNA z nukleazami. Poškodbe DNA aktivirajo odziv SOS, 
ki sodeluje pri popravljanju poškodb DNA. Indukcija SOS zavre delitev celic, kar ima za 
posledico podaljševanje celic oziroma filamentacijo. Svetlobna mikroskopija celic E. coli, ki 
so izražale usp in clbS, je pokazala normalen fenotip, značilno obliko in velikost celic (slika 
38C). Fluorescentna mikroskopija je pokazala povišano izražanje fuzije recA::gfp v celicah 
brez gena clbS v primerjavi s celicami, ki so imele clbS, kar kaže, da ClbS ščiti DNA pred 
aktivnostjo Usp. Na DNA bakterij se vežejo proteini, ki uravnavajo izražanje genov, vplivajo 
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na njeno topologijo, jo zgostijo in tudi ščitijo (Dilon in Dorman, 2010; Dorman, 2014). 
Posledično igrajo pomembne vloge pri osnovnih metabolnih poteh, odzivih na stres, virulenci 
ter interakcijami s celicami gostitelja. Doslej sta bila opisana dva proteina E. coli, Dps in 
CbpA, ki z vezavo na DNA posredujeta njeno zgostitev in posledično zaščitita DNA pred 
različnimi oblikami stresa (Almirón in sod., 1992; Martinez in Kolter, 1997; Bird in sod., 
2006; Cosgriff in sod., 2010). Naša raziskava je pokazala, da je tudi protein ClbS DNA 
vezavni protein, ki ščiti DNA ne samo pred kolibaktinom temveč tudi pred drugimi 
škodljivimi dejavniki. ClbS bi tako lahko zagotavljal selektivno prednost bakterijskih sevov, 
ki rastejo v zahtevnih okoljskih pogojih tudi znotraj gostitelja (Molan in sod., 2019). Večina 
sevov E. coli, ki povzroča zunaj črevesne okužbe, sodi v filogenetsko skupino B2. Naša 
raziskava je razkrila, da so sevi skupine B2 najbolj prevalentni sevi E. coli, izolirani iz fecesa 
nosečnic z GDM. Otoka patogenosti PAIusp z geni imu in pks+ s clbS bi lahko bila dejavnika, 
ki prispevata k visokemu deležu sevov filogenetske skupine B2.  
Del hipoteze, producent genotoksina je zaščiten pred delovanjem lastnega toksina, še dodatno 
potrjujemo.   
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6  SKLEPI 
- Črevesna mikrobiota matere z makrosomnim otrokom se razlikuje od črevesne 
mikrobiote matere nemakrosomnega otroka. Glavna razlika med skupinama je bila v 
relativni zastopanosti Firmicutes in Proteobacteria. V primerjavi s skupino nosečnic z 
GDM, ki so rodile nemakrosomnega otroka, je v skupini nosečnic z GDM, ki so rodile 
makrosomnega otroka, bil odstotek uvrščenih OTU Firmicutes nižji, predvsem zaradi 
Clostridia, in odstotek uvrščenih OTU Proteobacteria značilno višji.     
- V makrosomni skupini smo zaznali nižjo α-diverziteto in višjo β-diverziteto črevesne 
mikrobiote v primerjavi s skupino nosečnic, ki so rodile nemakrosomnega otroka.  
- Črevesna mikrobiota nosečnic z GDM in debelostjo se razlikuje od črevesne mikrobiote 
nosečnic z GDM in normalno telesno maso. Izpostavili bi pozitivno korelacijo med 
predstavniki Flavobacteria in ITMz ter med Proteobacteria in ITMz ter negativno 
korelacijo med prisotnostjo Eubacterium eligens in ITMz.  
- Porast telesne mase med nosečnostjo se razlikuje med nosečnicami z različno strukturo 
mikrobiote. Nivo debla Actinobacteria, družine Coriobacteriaceae je negativno koreliral 
s porastom telesne mase med nosečnostjo, kar smo razložili s slabšo fizično aktivnostjo 
med nosečnostjo in posledično z višjim porastom telesne mase med nosečnostjo. 
- Prisotnost vrste Blautia obeum (B. obeum) je negativno korelirala s porastom telesne 
mase med nosečnostjo, z ITMz in makrosomijo, zato zaključujemo, da je dober kazalec 
– označevalec črevesne disbioze. Poleg vrste B. obeum bi za študije bakterijskih 
pripravkov za zdravljenje nosečnic z GDM (z ali brez debelosti) za preprečevanje pojava 
makrosomije bilo smiselno uporabiti tudi vrsti Faecalibacterium prausnitzii in 
Eubacterium eligens.  
- Razlike v prisotnosti/številčnosti anaerobnega indikatorja in količini butirata v mikrobni 
združbi z razliko mikrobne združbe, ugotovljene s sekvenciranjem gena za 16S rRNA, 
nismo ugotavljali. Med pripravo vzorcev za sekvenciranje smo koncentracije DNA ves 
čas izenačevali, ker smo želeli ugotoviti relativno zastopanost OTU v mikrobni združbi.  
- Nosečnice z GDM in normalno telesno maso so imele E. coli z drugačnim naborom genov 
dejavnikov virulence in iz drugih filogenetskih skupin kot nosečnice z GDM in 
debelostjo. E. coli, ki smo jih izolirali iz nosečnic s povišano telesno maso in/ali 
debelostjo, so se značilno večkrat uvrstile v komenzalno filogenetsko skupino B1 kot E. 
coli iz fecesa nosečnic z normalno telesno maso pred zanositvijo. Izstopala je tudi 
prevalenca zapisa tcpC.  
- 42,2 odstotka izolatov iz skupine B2 je imelo zapis za kolibaktin in zapis se je izključno 
pojavil pri filogenetski skupini B2. Kar 95,5 odstotka izolatov iz B2 je imelo genski zapis 
za nukleazo Usp ter tudi 90 odstotkov izolatov iz skupine F. V ostalih filogenetskih 
skupinah se zapis usp ni pojavil. Producent genotoksina je zaščiten pred delovanjem 
lastnega toksina z več mehanizmi, tudi nespecifičnimi, kar smo pokazali na primeru 
proteina ClbS. 
- Populacije E. coli iz fecesa nosečnic, ki so med nosečnostjo prejemale antibiotike, se niso 
bistveno razlikovale od populacij E. coli iz fecesa nosečnic brez antibiotične terapije. 
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Zaradi premalo udeleženk, ki so med nosečnostjo uživale antibiotike, razlik v sestavi 
mikrobiote nismo analizirali.  
- Sklepamo, da je razlika v populacijski strukturi E. coli lahko relativno dober indikator za 
spremembo diverzitete črevesne mikrobiote, ki jo ugotovimo z analizo sekvenciranja 
gena za 16S rRNA. Pokazali smo, da se populacijska struktura E. coli, v kateri je prisotnih 
več neklonalnih sevov, pojavlja v bolj raznoliki črevesni mikrobioti nosečnic z GDM in 
tudi, da se filogenetska skupina B2 pojavlja v mikrobioti z višjo pestrostjo taksonov v 
primerjavi z ostalimi filogenetskimi skupinami.       
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7. 1  POVZETEK 
Črevesna mikrobiota je v zadnjem desetletju bila prepoznana kot pomemben dejavnik za 
razvoj in zdravje človeka. Nosečnost je biološki proces, s hkratnimi spremembami v številnih 
fizioloških sistemih, tudi v črevesni mikrobioti, ki omogočijo razvoj zdravega novorojenca. Z 
razvojem metod nove generacije sekvenciranja se je začelo novo poglavje v znanosti. Vse več 
raziskovalnih skupin analizira mikrobioto v povezavi z različnimi boleznimi. Veliko raziskav 
je pokazalo povezave med mikrobioto in fenotipom oz. tudi bolezenskim stanjem gostitelja. 
Zanimalo nas je, ali obstajajo povezave med črevesno mikrobioto matere in makrosomijo 
otroka. Disbioze črevesne mikrobiote so povezane s številnimi obolenji, vključno s sladkorno 
boleznijo in debelostjo. Pojavnost obeh, kakor tudi gestacijskega diabetesa mellitus (GDM) v 
svetovnem merilu in zlasti v razvitem svetu narašča. GDM je tudi eden od pomembnih 
dejavnikov tveganja za rojstvo otroka s preveliko telesno maso, kar imenujemo makrosomija. 
V naši raziskavi je 30 odstotkov nosečnic z GDM rodilo makrosomnega otroka, kar je na 
zgornji meji svetovne pojavnosti (od 20–30 odstotkov nosečnosti z GDM). Z makrosomijo so 
povezani številni negativni učinki, med drugimi tudi večja nevarnost za obporodne poškodbe 
ter večje tveganje za pojav debelosti in sladkorne bolezni tipa 2 pri otrocih.  
Iz vzorcev fecesa v našo raziskavo vključenih nosečnic smo izolirali celokupno DNA in 
opravili metataksonomsko analizo. Dobljene sekvenčne podatke smo analizirali in določili 
razlike v strukturi fekalne združbe v 2. in 3. trimestru nosečnosti med skupinama nosečnic z 
GDM, ki so rodile makrosomnega in nemakrosomnega otroka. Glavna razlika med skupinama 
je bila v relativni zastopanosti debel Firmicutes in Proteobacteria, in sicer nižji odstotek 
Firmicutes in višji delež Proteobacteria v skupini nosečnic z makrosomnim otrokom na račun 
nižjega odstotka razreda Clostridia, medtem ko je razlika v proteobakterijah nastala zaradi 
vrste Bilophila wadsworthia. Raziskava o povezavi črevesne mikrobiote nosečnic z GDM in 
makrosomijo je po nam znanih podatkih v svetovnem merilu prva tovrstna raziskava. Opisali 
smo razlike v črevesni mikrobioti nosečnic z GDM, ki so rodile makrosomnega otroka v 
primerjavi s skupino, ki je rodila nemakrosomnega otroka.  
V literaturi zasledimo, da se disbioze črevesne mikrobiote lahko kažejo tudi v spremenjenem 
deležu kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK). Zato je drugi sklop analiz obsegal 
kvantifikacijo KMK iz vzorcev fecesa nosečnic v obeh trimestrih in opredelitev razlik v 
zastopanosti glavnih treh KMK (acetat, propionat, butirat) med preiskovanimi skupinami 
nosečnic z GDM. V naši raziskavi so bile koncentracije acetata in propionata značilno višje 
pri nosečnicah, ki so pred zanositvijo imele povišano telesno maso ali debelost v primerjavi z 
normalno težkimi, a ne koncentracije butirata. Te so bile v 3. trimestru povišane v skupini, ki 
se je med nosečnostjo preveč zredila. Do danes je po nam znanih podatkih le ena študija 
kvantificirala KMK iz fecesa nosečnic. Naša raziskava je prva, v kateri smo kvantificirali 
KMK iz fecesa nosečnic z GDM. V naši raziskavi so se nosečnice s povišano telesno maso in 
debelostjo značilno manj zredile med nosečnostjo kot tiste, ki so pred nosečnostjo imele 
normalno telesno maso. Nosečnice so bile ustrezno vodene in izobraževane o zdravi prehrani.  
Molan K. Črevesna mikrobiota nosečnic z gestacijskim diabetesom in pojav makrosomije. 




V tretjem sklopu analiz smo se osredotočili na dejstvo, da z analizo podatkov sekvenciranja 
pogosto ne vidimo jasnih korelacij med sestavo mikrobiote in preučevanim fenotipom 
gostitelja. Poleg tega zaradi relativno velike raznolikosti genomov nekaterih bakterijskih vrst 
lahko na gostitelja vplivajo le določeni sevi, ki jih z metataksonomsko analizo gena za 16S 
rRNA ne razlikujemo med seboj. Zato smo v doktorskem delu okarakterizirali bakterijsko 
vrsto E. coli. Pokazali smo, da je struktura populacij E. coli odvisna od več dejavnikov, med 
drugim od indeksa telesne mase nosečnice pred zanositvijo in od uživanja dodatkov železa 
med nosečnostjo. Nosečnice z GDM, ki so rodile makrosomnega otroka, so imele drugačne 
populacije E. coli kot nosečnice, ki so rodile nemakrosomnega otroka, vendar zaradi velike 
pestrosti sevov vrste E. coli, tudi zaradi horizontalnih prenosov DNA, tega z metagenomsko 
analizo nismo mogli uvideti. Zaradi številnih metodoloških pristopov in razpoložljivih 
podatkov lahko pri izolatih E. coli analiziramo prisotnost posameznih funkcijsko opredeljenih 
genov. Z analizo genotipov izolatov E. coli lahko opazimo morebitne spremembe v strukturi 
populacije te vrste, ki morda sovpada s spremembo strukture celotne mikrobiote, kar smo 
ugotavljali s primerjavo podatkov, dobljenih s sekvenciranjem. Pokazali smo, da se 
populacijska struktura E. coli, v kateri je prisotnih več neklonalnih sevov, pojavlja v bolj 
raznoliki črevesni mikrobioti nosečnic z GDM kot populacije E. coli, ki so sestavljene iz zgolj 
enega neklonalnega seva. Pokazali smo tudi, da se filogenetska skupina B2 pojavlja v 
mikrobioti z višjo pestrostjo taksonov v primerjavi z ostalimi filogenetskimi skupinami. 
Hkrati smo tudi pokazali, da obstajajo razlike v genotipih sevov E. coli, izoliranih iz fecesa 
nosečnic z GDM in normalno ter povišano telesno maso in/ali debelostjo. Na podlagi teh razlik 
menimo, da tudi E. coli lahko služi kot biooznačevalec črevesne homeostaze. Z dodatnimi 
metagenomskimi podatki ter ostalimi pridobljenimi rezultati analiz bomo v prihodnosti lahko 
s posegi v mikrobioto vplivali na zmanjšanje pojavnosti makrosomije ter posledično sladkorne 
bolezni tipa 2 in debelosti.   
V zadnjem, četrtem sklopu analiz smo se osredotočili na genotoksine, ki so pomembni 
virulentni dejavniki, saj izzovejo poškodbo DNA v evkariontskih celicah. Naša raziskava je 
med sevi bakterije E. coli, izolirane iz fecesa nosečnic z GDM, pokazala visoko prevalenco 
zapisov za genotoksina Usp in kolibaktin. Zaskrbljujoče je, da se razširjenost teh sevov v 
razvitih državah močno povečuje. Bakterijska celica, ki proizvaja genotoksin, se mora zaščititi 
pred njegovo aktivnostjo. Naša raziskava je pokazala, da je tudi protein ClbS DNA vezavni 
protein, ki ščiti DNA ne samo pred kolibaktinom temveč tudi pred drugimi škodljivimi 
dejavniki. ClbS bi tako lahko zagotavljal selektivno prednost bakterijskih sevov, ki rastejo v 
zahtevnih okoljskih pogojih tudi znotraj gostitelja. Večina sevov E. coli, ki povzročajo zunaj 
črevesne okužbe, sodi v filogenetsko skupino B2. Naša raziskava je razkrila, da so sevi iz 
skupine B2 najbolj prevalentni sevi E. coli, izolirani iz fecesa nosečnic z GDM. Otoka 
patogenosti PAIusp z geni imu in pks+ s clbS bi lahko bila dejavnika, ki prispevata k visoki 
prevalenci sevov filogenetske skupine B2.  
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7. 2  SUMMARY 
The gut microbiota has during the last decade been recognized as a crucial factor in the 
development of human health. Pregnancy is a biological process, with simultaneous changes 
in many physiological systems, including the gut microbiota, that together allow the 
development of a healthy baby. With next generation sequencing methods, a new chapter in 
science has begun. An increasing number of research groups are analyzing microbiota in 
relation to various diseases. Many research papers have shown an association between the 
microbiota and host phenotype, as well as  the state of the host in relation to disease. We 
hypothesized that a link exists between birth of an overweight baby, called macrosomia  and 
the mother's gut microbiota. Gut dysbiosis is associated with a number of diseases, including 
diabetes and obesity. The incidence of both, as well as gestational diabetes mellitus (GDM), 
is increasing globally and especially in developed countries. GDM is also one of the important 
risk factors for macrosomia. In our research, 30 percent of GDM-women gave birth to a 
macrosomic baby, which is at the upper limit of global incidence (from 20‒30 percent GDM-
women). Macrosomia is associated with many adverse effects, including an increased risk of 
birth defects and a higher risk of childhood obesity and type 2 diabetes. 
In our study we isolated metagenomic DNA from the faeces samples of GDM-women and 
performed a meta–taxonomic analysis. Data on 16S rRNA gene sequences a were analyzed to 
determine differences in fecal structure in the 2nd and 3rd trimesters of pregnancy between 
groups of GDM-women who gave birth to a macrosomic and non-macrosomic baby. 
According to our knowledge, this is the first study of the association of the gut microbiota of 
GDM-women and macrosomia in the world. We described differences in the gut microbiota 
of GDM-women who gave birth to a macrosomic and non-macrosomic baby. At the level of 
phyla the main differences between the groups were in the relative abundances of Firmicutes 
and Proteobacteria. We detected a lower percentage of Firmicutes and a higher percentage of 
Proteobacteria in the group of GDM-women with a macrosomal baby due to a lower 
percentage of Clostridia, while the difference in Proteobacteria was due to higher levels of 
Bilophila wadsworthia. 
For future studies of bacterial preparations for treatment of GDM-women (with or without 
obesity) to prevent macrosomia it would be appropriate to use B. obeum, Faecalibacterium 
prausnitzii and Eubacterium eligens. Strains analysis, analysis of their genomes and testing is 
needed.  
It has been reported in the literature that intestinal microbiota dysbiosis may also be 
manifested in altered short-chain fatty acids (SCFA). Therefore, the second set of analyzes 
consisted of quantification of SCFA from faecal samples of pregnant women in both 
trimesters and identification of differences in the representation of the main three SCFAs 
(acetate, propionate, butyrate) between the examined groups of GDM-women. In our study, 
acetate and propionate concentrations were significantly higher in pregnant women who were 
overweight or obese before pregnancy compared to the normal weight group. No differences 
were observed in  butyrate levels. Nevertheless, the latter were elevated in the 3rd trimester in 
a group that gained excessive weight during pregnancy. To our knowledge, only one previous 
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study quantified SCFA from faeces of pregnant women. Our study is the first in which we 
quantified SCFA from the faeces of GDM-women. In our study, GDM-women that were 
overweight and obese before pregnancy gained significantly less weight during pregnancy 
than women with  normal weight before pregnancy. GDM-women were properly managed 
and educated on healthy eating. 
In the third set of analyzes, we focused on the fact that, by analyzing sequencing data, we 
often do not see clear correlations between microbiota composition and the studied host 
phenotype. Furthermore, due to the relatively large diversity of the genomes of some bacterial 
species, only certain strains can affect the host, that however are not distinguished by meta-
taxonomic analysis of the 16S rRNA gene. Therefore, in the doctoral thesis we characterized 
the bacterial species E. coli. We have shown that the population structure of E. coli depends 
on several factors, including the preconception body mass index and the use of iron 
supplements during pregnancy. GDM-women who gave birth to a macrosomic baby had a 
different population of E. coli than GDM-women who gave birth to a non-macrosomic baby. 
Due to many available methodological approaches and  data, in E. coli isolates the presence 
of individual functionally defined genes can be analyzed. By genotyping  E. coli isolates, we 
can observe possible changes in the population  structures of this species, which may coincide 
with a change in the structure of the entire microbiota as  established by  sequence analysis. 
We have shown that the population structure of E. coli in which multiple non-clonal strains 
are present occurs in a more diverse microbiota of GDM-women than E. coli populations 
consisting of only one non‒clonal strain. We have also shown that the B2 phylogenetic group 
appears in the microbiota with a higher taxa richness compared to other phylogenetic groups. 
Further,  differences were demonstrated in the genotypes of E. coli strains isolated from the 
faeces of GDM‒women with normal weight compared to overweight/obesity. Based on these 
differences, we believe that E. coli may also serve as a biomarker of intestinal homeostasis. 
In the future, with additional metagenomic data and other obtained results, interventions in 
the microbiota. will  enable the reduction of the prevalence of macrosomia and consequently 
type 2 diabetes as well as obesity. 
In the third set of analyzes, we focused on the fact that, by analyzing sequencing data, we 
often do not see clear correlations between microbiota composition and the studied host 
phenotype. Furthermore, due to the relatively large diversity of the genomes of some bacterial 
species, only certain strains can affect the host, that however are not distinguished by meta-
taxonomic analysis of the 16S rRNA gene. Therefore, in the doctoral thesis we characterized 
the bacterial species E. coli. We have shown that the population structure of E. coli depends 
on several factors, including the preconception body mass index and the use of iron 
supplements during pregnancy. GDM-women who gave birth to a macrosomic baby had a 
different population of E. coli than GDM-women who gave birth to a non-macrosomic baby.  
Due to many available methodological approaches and  data, in E. coli isolates the presence 
of individual functionally defined genes can be analyzed. By genotyping  E. coli isolates, we 
can observe possible changes in the population  structures of this species, which may coincide 
with a change in the structure of the entire microbiota as  established by  sequence analysis. 
We have shown that the population structure of E. coli in which multiple non-clonal strains 
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are present occurs in a more diverse microbiota of GDM-women than E. coli populations 
consisting of only one non-clonal strain. We have also shown that the B2 phylogenetic group 
appears in the microbiota with a higher taxa richness compared to other phylogenetic groups. 
Further, differences were demonstrated in the genotypes of E. coli strains isolated from the 
faeces of GDM-women with normal weight compared to overweight/obesity. Based on these 
differences, we believe that E. coli may also serve as a biomarker of intestinal homeostasis. 
In the future, with additional metagenomic data and other obtained results, interventions in 
the microbiota will enable the reduction of the prevalence of macrosomia and consequently 
type 2 diabetes as well as obesity.  
In the last, fourth set of analysis, we focused on genotoxins, which are important virulence 
factors because they provoke DNA damage in eukaryotic cells. Our study showed a high 
prevalence of genes for the genotoxin Usp and colibactin among E. coli strains isolated from 
the faeces of GDM-women. It is of great concern that the prevalence of these strains is 
increasing significantly in developed countries. A bacterial cell that produces genotoxin must 
protect itself against its activity. Our research has shown that ClbS is also a DNA binding 
protein that protects DNA not only from colibactin but also from other harmful factors. Thus, 
ClbS could provide a selective advantage to bacterial strains that grow under demanding 
environmental conditions even within the host. Most E. coli strains that cause extra-intestinal 
infections belong to the B2 phylogenetic group. Our study revealed that B2 strains are the 
most prevalent E. coli strains isolated from the faeces of GDM-women. The pathogenic 
islands PAIusp with imu and pks+ with clbS genes could be factors contributing to the high 
prevalence of strains from the B2 phylogenetic group.  
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Priloga A: Anketa o bivalnem okolju in o pomembnih dejavnikih, ki vplivajo na črevesno mikrobioto v vzorcu 
oddanega fecesa. 
Nosečnice so napisale svojo evidenčno številko in odgovorile na 10 vprašanj, povezanih z bivalnim 
okoljem, z uživanjem učinkovin, ki potencialno vplivajo na črevesno mikrobioto, in nekaj podatkov o 
samem fecesu.  
Appendix A: Survey on the living environment and important factors affecting the gut microbiota in the 
submitted faeces sample. 
The pregnant women wrote their record number and answered 10 questions related to the living 
environment, with the use of substances that potentially affect the gut microbiota and some information 
about the faeces itself. 
 
Spoštovane,   
Za vas smo pripravili krajši vprašalnik. Prosimo, če ga izpolnite in oddate skupaj z vzorcema.  
Vaša evidenčna številka:________________________________  
 
Kje živite? (obkrožite)  
- Stanovanje  
- Stanovanje z vrtom, ki ga gnojimo z ___________________________________________  
- Hiša  
- Hiša z vrtom, ki ga gnojimo z _________________________________________________  
- Kmetija z domačimi živalmi (kokoši, krave, svinje, itd.)  
 
Ali imate hišne ljubljenčke in če da, katere?  
- NE  
- DA:_____________________________________________________________________  
 
Kdaj ste nazadnje prejemale antibiotično terapijo?  
- Nikoli  
- Že več let ne  
- Pred več kot pol leta  
- Drugo:__________________________________________________________________  
 
Ali nadomeščate sladkor (glukozo) z umetnimi sladili (natren, manitol, …)?  
- NE  
- DA, katera: ______________________________________________________________  
 
Ali uporabljate pripravke (preparate) z železom?  
- NE  
- DA  
 
Ali uporabljate probiotike?  
- NE  
- DA, katere in kako pogosto:__________________________________________________  
 
Ali uporabljate odvajala (tudi Donat Mg, suhe slive, …)?  
- NE  
- DA Katera odvajala:________________________________________________________ 
Kako pogosto:______________________________________________________________ 
Kdaj ste nazadnje uporabile odvajalo:___________________________________________ 
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Kako pogosto odvajate blato?  
- Večkrat na dan  
- Enkrat na dan  
- Manj kot enkrat na dan  
 
Koliko časa je minilo od zadnje velike potrebe do potrebe, ko ste dali vzorec 
blata?_______________________________________________________________  
Prosimo opišite konsistenco (strukturo) blata, ki ste ga oddali kot vzorec:  
- Trdo blato  
- Normalno blato  
- Mehko blato  
- Drugo:________________________________________________________________  
 
Prosimo opišite barvo blata, ki ste ga oddali kot vzorec:  
- Svetlo rjava  
- Temno rjava  
- Drugo:________________________________________________________________  
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Priloga B: Vprašalnik 1-točkovan vprašalnik za analizo, pred nosečnostjo 
Appendix B: Questionnaire 1-point analysis questionnaire  
 
 
DEMOGRAFSKI PODATKI   
 
Q2 - Stopnja izobrazbe  
  
1 osnovna šola 
2 srednja šola 
3 višješolska izobrazba 
4 visokošolska izobrazba 1.stopnje 
5 visokošolska izobrazba 2.stopnje 
6 znanstveni magisterij 
7 doktorat znanosti 
 
Q3 - Bivalno okolje 
 
1 mestno okolje 
2 primestno okolje 
3 vaško okolje 
 

















    














4 pravoslavec  
 drugo: 
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Q10 - *Če ste na vprašanje 9 odgovorili  z DA: Koliko cigaret ste pred nosečnostjo običajno pokadili 
(možen en odgovor)? 
  
1 Kadim izjemoma, nekajkrat mesečno.   
2 1 cigareta na dan 
3 2-5 cigaret na dan  
4 6-10 cigaret na dan 
5 več kot 10 cigaret na dan  
 
Q10_2 - Kako pogosto ste se v prostem času pred nosečnostjo rekreirali tako intenzivno, da vam je pri 
tem zmanjkalo sape ali ste se prepotili (možen en odgovor)? 
 
1 vsak dan   
2 4 do 6 krat na teden  
3 2 do 3 krat na teden 
4 enkrat na teden 
5 enkrat na mesec 
6 manj kot enkrat na mesec 
7 nikoli 
 
Q11 - Koliko ur na teden ste se v prostem času pred nosečnostjo običajno rekreirali tako intenzivno, da 
vam je pri tem zmanjkalo sape ali ste se prepotili (možen en odgovor)? 
  
6 nič 
5 približno 30 minut 
4 približno 1 uro 
3 približno 2 do 3 ure 
2 približno 4 do 6 ure 
1 7 ure ali več 
 
Q12 - Koliko ur na dan ste pred nosečnostjo sedeli (obkroži, možen en odgovor)? 
 
1 manj kot 1 uro na dan  
2 1-2 uri na dan 
3 3-4 ur na dan 
4 5-6 ur na dan  
5 7-8 ure na dan  
6 9-10 ur na dan 
7 11 ur ali več 
 
Q13 - Koliko ur na dan ste pred nosečnostjo preživeli pred TV zaslonom (možen en odgovor)? 
  
1 nikoli ne gledam tv 
2 manj kot 1 uro na dan 
3 1-2 uri na dan 
4 3 ure ali več 
 Drugo 
 
Q14 - Koliko ur na dan ste pred nosečnostjo v prostem času preživeli pred  računalnikom (možen en 
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1 nikoli ne uporabljam računalnika 
2 manj kot 1 uro na dan 
3 1-2 uri na dan 
4 3 ure ali več 
 drugo 
 
Q15 - Koliko ur na dan ste pred nosečnostjo običajno spali (napišite) 
 
 
   
 
Q16 - Kako zadovoljni ste bili s svojo telesno težo pred nosečnostjo (možen en odgovor)?  
  
Vpišite besedilo odgovora 1      
 
1 zelo zadovoljna 
2 zadovoljna  
3 niti nezadovoljna niti zadovoljna 
4 nezadovoljna  
5 zelo nezadovoljna  
 
Q17 - Ali se je vaša telesna teža pred nosečnostjo pogosto spreminjala (možen en odgovor) ? 
  
1 da, moja telesna teža se je povečala  
2 da, moja telesna teža se je zmanjšala 
3 ne, moja telesna teža je ostala enaka 
4 ne, moja telesna teža je le občasno varirala 
 drugo: 
 
Q18 - Ali ste se v preteklosti soočali z motnjami hranjenja, kot so anoreksija, bulimija, kompulzivno 






PREHRANA PRED NOSEČNOSTJO 
 
Q19 - Opredelite, kako je dejstvo, da ste noseči, vplivalo na vaš način prehranjevanja?   
 (možnih je več odgovorov)  
 
Q19A privoščila sem si več prehranskih prekrškov, kot sicer 
Q19B privoščila sem si manj prehranskih prekrškov kot sicer 
Q19C imela sem večjo željo po hrani kot sicer 
Q19D moja želja po hrani ni bila bistveno večja kot sicer 
Q19E moja želja po hrani je bila manjša kot sicer 
Q19F povečala sem vnos svežega sadja in zelenjave 
Q19G povečala sem celokupen vnos živil 
Q19H moji obroki so postali rednejši, obrokov ne izpuščam 
Q19I moji obroki so bolj pestri in raznoliki kot sicer 
Q19J moji obroki so bolj enolični kot sicer 
Q19K dodatno sem poskrbela, da je izbor živil, ki jih uživam kvalitetnejši 
Q19L Drugo: 
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Q20 -  Ali ste v prvem tromesečju nosečnosti občutili slabosti? 
 
1 da 
0 ne  
 
Q21 - Ali ste v prvem tromesečju nosečnosti bruhali? 
  
1 da 
0 ne  
    
Q22 - *Če ste na vprašanje 21 odgovorili  z DA: Kako pogosto ste bruhali (možen en odgovor)? 
  
4 večkrat dnevno  
3 enkrat dnevno  
2 večkrat tedensko  
1 nekajkrat mesečno  
 Drugo:  
 
Q23 - Kako ocenjujete svojo prehrano pred nosečnostjo (možen en odgovor)? 
 
1 zelo zdrava prehrana 
2 pretežno zdrava prehrana 
3 zdrava prehrana s pogostimi prekrški 
4 pretežno nezdrava prehrana   
5 zelo nezdrava prehrana   
 
Q24 - Ali se prehrana vaše družine razlikuje od vaše prehrane pred nosečnostjo (možen en odgovor)? 
   
1 da 
0 ne  
 
Q25 - *Če ste na vprašanje 24 odgovorili  z DA: Kako bi opredelili prehrano vaše družine  v primerjavi z 
vašo prehrano pred nosečnostjo (možen en odgovor)? 
  
1 prehranjujejo se veliko bolj zdravo  
2 prehranjujejo se bolj zdravo 
3 prehranjujejo se manj zdravo   
4 prehranjujejo se popolnoma nezdravo   
 Drugo: 
 
Q26 - Kako bi opredelili svoj način prehranjevanja v času pred nosečnostjo (možen en odgovor)? 
  
1 vsejed 
2 vegetarjanska prehrana 
3 veganska prehrana  
4 presna prehrana  
5 paleoprehrana 
 Drugo:  
 
Q26_01 opredelili svoj način prehranjevanja v času pred nosečnostjo na bolj primerno 
/bolj zdravo=0 vsejed in manj primerno/manj zdravo=1 vsi ostali načini prehranjevanja  
 
0 vsejed  
1 vse ostalo  
 
Q27 - Kdo vam je pred nosečnostjo pripravil večino dnevnih obrokov (možen en odgovor)? 
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5 prehranjujem se v restavraciji/službeni menzi 
 Drugo: 
   






4 nikoli  
 
Q29 - Obkrožite obroke, ki ste jih običajno zaužili pred nosečnostjo preko dneva.   
(možnih je več odgovorov)  
 
Q29A zajtrk  
Q29B dopoldanska malica 
Q29C kosilo 
Q29D popoldanska malica 
Q29E večerja   
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR  
 
Q29_01 ŠTEVILO ZAUŽITIH OBROKOV  
 
0 zdravo, 3 obroki dnevno ali več  
1 nezdravo, manj kot 3 obroki dnevno  
 
Q30 - Katero živilo ali kombinacijo živil ste pred nosečnostjo najpogosteje izbrali za zajtrk? (možnih je 




Q30C mlečne izdelke (skuto, jogurt itd.) 
Q30D meso/mesne izdelke (hrenovke, salame, paštete itd.) 
Q30E oreščke 
Q30F slane prigrizke 
Q30G sladke prigrizke 
Q30H pekovske izdelke (rogljičke, zavitke, sirove štručke itd.) 
Q30I kruh 
Q30J kosmiče  
Q30K sadne napitke 
Q30L kavne napitke 
Q30M Drugo: 
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR  
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Q31C mlečne izdelke (skuto, jogurt itd.) 
Q31D meso/mesne izdelke (hrenovke, salame, paštete itd.) 
Q31E oreščke 
Q31F slane prigrizke 
Q31G sladke prigrizke 
Q31H pekovske izdelke (rogljičke, zavitke, sirove štručke itd.) 
Q31I kruh 
Q31J kosmiče  
Q31K sadne napitke 
Q31L kavne napitke 
Q31M Drugo: 
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR 
 





Q32C mlečne izdelke (skuto, jogurt itd.) 
Q32D meso/mesne izdelke (hrenovke, salame, paštete itd.) 
Q32E testenine/riž 
Q32F krompir 
Q32G ostanke kosila 
Q32H oreščke 
Q32I slane prigrizke 
Q32J sladke prigrizke 
Q32K pekovske izdelke (rogljičke, zavitke, sirove štručke itd.) 
Q32L kruh 
Q32M kosmiče  
Q32N sadne napitke 
Q32O kavne napitke 
Q32P Drugo: 
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR 
 
Q33 - Ali ste si pred nosečnostjo v času med glavnimi dnevnimi obroki običajno privoščili prigrizke 
oziroma zaradi prigrizkov izpuščali običajne dnevne obroke?  
  
1 da 
0 ne  
 
Q34 -  Katera živila ali kombinacijo živil ste pred nosečnostjo najpogosteje izbrali za prigrizke med 
obroki? (možnih je več odgovorov) 
 
Q34B  zelenjavo 
Q34A sadje 
Q34C mlečne izdelke (skuto, jogurt itd.) 
Q34D meso/mesne izdelke (hrenovke, salame, paštete itd.) 
Q34E oreščke 
Q34F slane prigrizke 
Q34G sladke prigrizke 
Q34H pekovske izdelke (rogljičke, zavitke, sirove štručke itd.) 
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Q34J kosmiče  
Q34K sadne napitke 
Q34L kavne napitke 
Q34M Drugo: 
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR 
 
 
NAČELA ZDRAVE PREHRANE 
 
Q35 -  Navedene so trditve priporočil zdrave prehrane. Ocenite, v kolikšni meri se navedene trditve 

















Q35A V jedi sem vedno uživala in redno jedla.      
Q35B Izbirala sem pestro hrano, ki je vsebovala več 
živil rastlinskega kot živalskega izvora. 
     
Q35C Izbirala sem živila iz polnovrednih žit in 
žitnih izdelkov. 
     
Q35D Večkrat dnevno sem jedla pestro zelenjavo in 
sadje. 
     
Q35E Izbirala sem lokalno pridelano, svežo 
zelenjavo in sadje. 
     
Q35F Nadzorovala sem količine zaužite maščobe in 
večino nasičenih maščob (živalskih 
maščob)nadomestila z nenasičenimi 
rastlinskimi olji. 
     
Q35G Nadomestila sem mastno meso in mastne 
mesne izdelke s stročnicami, ribami, 
perutnino ali pustim mesom. 
     
Q35H Dnevno sem uživala priporočene količine 
manj mastnega mleka in manj mastnih 
mlečnih izdelkov. 
     
Q35I Jedla sem manj slano hrano.            
Q35J Omejila sem uživanje sladkorja in sladkih 
živil. 
     
Q35K Zaužila sem dovolj tekočine.      
Q35L Omejila sem uživanje alkohola.      
 
 
IZBOR ŽIVIL PRED NOSEČNOSTO   
   
Q36 - Kako pogosto ste pred nosečnostjo uživali spodaj navedena živila? 
 







1 do 2x 
tedensko 
4 
3 do 4x 
tedensko 
5 








Q36A zelenjavo        
Q36B sadje        
Q36C sadno-zelenjavne 
napitke (smoothi) 
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Q36D svinjsko meso        
Q36E goveje meso        
Q36F piščančje meso        
Q36G puranje meso        
Q36H kunčje meso         
Q36I predelane mesnine 
(hrenovke, klobase, 
salame, paštete) 
       
Q36J ribe        
Q36K jajca        
Q36L mleko        
Q36M sadni jogurt, sadne 
skute 
       
Q36N navaden jogurt        
Q36O kislo mleko, 
pinjenec, kefir 
       
Q36P sir, skuta        
Q36R kruh        
Q36S testenine, riž        
Q36T krompir        
Q36U jedi na žlico 
(zelenjavne juhe, 
obara, pasulj) 
       
Q36V pekovske izdelke 
(rogljički, žemlje, 
zavitki) 
       
Q36Z slane prigrizke 
(čips, krekerji, 
smoki) 
       






       
Q36Q sladke prigrizke 
(čokolada, piškoti, 
tortice, bomboni) 
       
Q36X sladke sokove        
Q36Y pijače z manj kalorij 
(coca cola zero, 
cockta easy)  
       
Q36XX energijske napitke        
Q36XY alkoholne pijače        
Q36ZY kava in kavni 
napitki 
       
 
VPRAŠANJE Q36 RAZDELIMO NA Q36_01 (NEZDRAVA ŽIVILA IZ VPRAŠANJA Q36)  
 
Q36_01  Kako pogosto ste pred nosečnostjo uživali spodaj navedena živila?  
 







1 do 2x 
tedensko 
4 
3 do 4x 
tedensko 
5 








36_01A pekovske izdelke        
36_01B slane prigrizke        
Molan K. Črevesna mikrobiota nosečnic z gestacijskim diabetesom in pojav makrosomije. 




36_01C pripravljene in 
predpripravljene 
jedi 
       
36_01D sladke prigrizke 
(čokolada, piškoti, 
tortice, bomboni) 
       
36_01E sladke sokove        
36_01F pijače z manj 
kalorij (coca cola 
zero, cockta easy)  
       
36_01G energijske napitke        
36_01H alkoholne pijače        




       
        
        
        
 
Q37 - Kakšno vrsto kruha ste pred nosečnostjo najpogosteje uživali (možen en odgovor)? 
  
1 beli kruh 
2 polbeli kruh/črni kruh  
3 polnozrnat kruh  
4 rženi kruh 
5 pirin kruh 
6 koruzni kruh  
7 ajdov kruh  
 Drugo:  
 
Q37_01 vrste kruha razdeljene na manj primeren kruh za SB (beli in koruzni kruh)=1 in bolj primerne 
za SB (vse ostale)=0 
 
1 manj zdrava izbira (beli in koruzni kruh) 
0 bolj zdrava izbira (vse ostale vrste kruha) 
 
Q38 - Kakšno vrsto testenin ste pred nosečnostjo najpogosteje uživali (možen en odgovor)? 
  
2 testenine iz bele moke 
1 polnozrnate testenine 
 Drugo: 
 
Q38_01 testenine, ki so boljša izbira za SB (polnozrnate testenine)=0, testenine iz bele moke, ki je slabša 
izbira=1 
 
1 manj zdrava izbira (testenine iz bele moke) 
0 bolj zdrava izbira (polnozrnate testenine) 
 
Q39 - Kako pogosto  ste si pred nosečnostjo  privoščili ocvrto hrano (krompir/meso/zelenjavo)(možen en 
odgovor)? 
  
6 večkrat dnevno  
5 enkrat dnevno  
4 večkrat tedensko  
3 nekajkrat mesečno  
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 1=najbolj zdravo,..... 6=najman zdravo  
Q40 - Kakšen krompir ste pred nosečnostjo najpogosteje uživali (možen en odgovor)? 
  
5 pražen krompir 
2 pire krompir 
3 pečen krompir 
4 ocvrt krompir   
1 krompir v kosih  
 Drugo: 
 
Q40_01 –krompir ki je boljša izbira za SB (krompir v kosih)=0, vse ostalo ni najbolj primerna izbira za 
SB=1 
 
1=manj zdrava izbira (vse ostale vrste krompira) 
0=bolj zdrava izbira (krompir v kosih) 
 
Q41 - Kakšno vrsto riža ste pred nosečnostjo najpogosteje uživali (možen en odgovor)? 
 
2 beli riž (poliran/glaziran) 
1 rjavi riž (integrirani riž) 
 drugo: 
 
Q41_01 riž, ki je boljša izbira za SB (rjavi riž)=0, beli riž, ki je slabša izbira=1 
 
1=manj zdrava izbira (beli riž) 
0=bolj zdrava izbira (rjavi riž) 
 
Q42 - Ali ste bili pred nosečnostjo pri izbiri izdelkov v trgovini pozorni na naslednje?  
  
 








Q42A vsebnost sladkorjev     
Q42B vsebnost soli     
Q42C vsebnost maščob      
Q42D energijsko vrednost izdelka     
Q42E poreklo živila     
Q42F ceno živila     
      
 
Q43 - Kako pogosto ste pred nosečnostjo pri pripravi hrane uporabljali naslednje maščobe? 
 








Q43A   kokosovo olje     
Q43B sončnično olje     
Q43C  oljčno olje     
Q43D bučno olje     
Q43E repično olje     
Q43F  svinjska mast     
Q43G maslo     
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Q44 - Vprašalnik »dobrega počutja« Pazljivo preberite vsako trditev. 
    
4 točke je najmanj zdrava odločitev, 1 točka najbolj zdrava odločitev! 
 
 
1 2 3 4 
vedno več kot polovico časa manj kot polovico časa nikoli 
 
Q44A*4 *3 *2 *1 
vedno več kot polovico časa manj kot polovico časa nikoli 
*VELJA SAMO ZA Q44A ZA VSE OSTALE PA NE 4 točke je najmanj zdrava odločitev, 1 točka najbolj 
zdrava odločitev.  
     
Q44A Sem potrta in žalostna.     
Q44B Sem umirjena in spokojna.     
Q44C Sem polna energije, aktivna in živahna.     
Q44DZbujam se sveža in spočita.     
Q44EMoje vsakodnevno življenje je polno dogodkov 
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Priloga C: Vprašalnik 2 – točkovan vprašalnik za analizo, med nosečnostjo 








0 ne  
 
Q2 - *Če ste na vprašanje 1 odgovorili za DA, prosim, navedite zdravstveno težavo(-e): 
  
  
   
Q3 - Ali ste v času med nosečnostjo kadili (možen en odgovor)? 
  
1 da 
0 ne  
 
Q4 - Koliko cigaret ste med nosečnostjo običajno pokadili (možen en odgovor)? 
 
1 Kadim izjemoma, nekajkrat mesečno 
2 1 cigareto na dan  
3 2-5 cigaret na dan 
4 6-10 cigaret na dan   
5 več kot 10 cigaret na dan  
 
Q5 - Kako pogosto ste se med nosečnostjo v prostem času rekreirali oziroma bili telesno aktivni (možen 
en odgovor)? 
 
1 vsak dan  
2 4 do 6 krat na teden    
3 2 do 3 krat teden  
4 enkrat na teden 
5 enkrat na mesec  
6 manj kot 1 krat na mesec  
7 nikoli 
 
Q6 - Kakšno vrsto rekreacije ste v nosečnosti najpogosteje izbrali/izvajali (možen en odgovor)? 
  
1 sprehod 
2 hitro hojo  
3 vodeno vadbo za nosečnice 
 Drugo: 
 
Q7 - Koliko ur na dan ste med nosečnostjo sedeli (možen en odgovor)? 
 
1 manj kot 1 uro na dan   
2 1-2 ure na dan 
3 3-4 ure na dan 
4 5-6 ur na dan  
5 7-8 ur na dan 
6 9-10 ur na dan 
7 11 ur ali več  
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Q8 - Koliko ur na dan ste med nosečnostjo preživeli pred TV zaslonom (možen en odgovor)? 
 
1 nikoli ne gledam TV  
2 manj kot eno uro na dan  
3 1-2 uri na dan  
4 3 ure na dan ali več 
 drugo 
 
Q9 -  Koliko ur na dan ste med nosečnostjo v prostem času preživeli pred računalnikom (možen en 
odgovor)? 
 
1 nikoli ne uporabljam računalnika  
2 manj kot 1 uro na dan   
3 1-2 uri na dan  




Q10 - Koliko ur na dan običajno spite (napišite)? 
  




    
Q11 - Katero čustvo bi najbolje opisalo vaše občutke ob postavljeni diagnozi nosečniške sladkorne bolezni 
(možen en odgovor)? 
  
1 veselje  
2 žalost 
3 strah  




8 presenečenje  
 
Q12 - Kje ste dobili prve informacije o nosečniški sladkorni bolezni (možen en odgovor)? 
  
1 pri ginekologu 
2 pri medicinski sestri v ginekološki ambulanti  
3 pri osebnem zdravniku  
4 pri medicinski sestri v diabetološki ambulanti  




Q13 - *Če ste izbrali pri vprašanju 12 odgovor 5: Kako so prebrane informacije na internetu /spletnem 
forumu vplivale na vas (možen en odgovor)?                           
  
1 zelo pozitivno 
2 pozitivno  
3 niti pozitivno niti negativno 
4 negativno  
5 zelo negativno  
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Q15 - *Če ste odgovorili z DA: Kakšne so bile njene/njihove izkušnje z obravnavo nosečniške sladkorne 
bolezni (možen en odgovor)? 
  
1 zelo pozitivne  
2 pozitivne  
3 niti negativne niti pozitivne 
4 negativne 
5 zelo negativne 
 Drugo: 
 
Q16 - Kako so njene/njihove izkušnje vplivale na vaše doživljanje nosečniške sladkorne bolezni (možen en 
odgovor)? 
 
1 zelo pozitivno 
2 Pozitivno 
3 niti negativno niti pozitivno 
4 negativno 
5 zelo negativno 
 Drugo: 
 
Q17 - Ali so se informacije, ki ste jih prejele od ginekologa, zdravnika diabetologa in dipl. medicinske 
sestre edukatorke skladale (informacije si niso nasprotovale)? 
  
0 Da, informacije so se večinoma skladale. 
1 Ne, informacije so si bile nasprotujoče.  
 
PREHRANA MED NOSEČNOSTJO 
 
Q18 - Kako ocenjujete svojo prehrano med nosečnostjo (možen en odgovor)? 
 
1 zelo zdrava prehrana 
2 pretežno zdrava prehrana 
3 zdrava prehrana s pogostimi prekrški  
4 pretežno nezdrava prehrana   
5 zelo nezdrava prehrana  
 
 
Q19 - Ali se vaša prehrana v nosečnosti razlikuje od prehrane vaše družine (možen en odgovor)? 
  
1 da 
0 ne  
 
IF (9) Q19 = [1]   
Q20 - *Če ste odgovorili z DA. Kako bi opredelili prehrano vaše družine  v primerjavi z vašo prehrano 
(možen en odgovor)? 
 
 1 prehranjujem se veliko bolj zdravo  
2 prehranjujem se bolj zdravo 
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3 prehranjujem se manj zdravo   
4 prehranjujem se popolnoma nezdravo   
 Drugo: 
 
Q21 - Kako bi opredelili svoj način prehranjevanja v nosečnosti (možen en odgovor)? 
  
1 vsejed 
2 vegetarjanska  prehrana 
3 veganska prehrana  




Q21_01 nova spremenljivka 0=bolj zdravo (vsejed) in 1= manj zdravo (vso ostali načini prehranjevanja)  
 
0 vsejed 
1 vsi ostali načini prehranjevanja  
 
Q22 - Kdo vam v nosečnosti pripravi večino dnevnih obrokov (možen en odgovor)? 
  
1 jaz sama 
2 mama 
3 tašča  
4 mož/partner  
5 prehranjujem se v restavraciji/službeni menzi  
 Drugo: 
 





4 nikoli    
 
Q24 - Obkrožite obroke, ki jih v nosečnosti običajno zaužijete preko dneva. 
 (možnih je več odgovorov)  
 
Q24A zajtrk  
Q24B dopoldanska malica 
Q24C kosilo 
Q24D popoldanska malica 
Q24E večerja   
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR 
 
Q24_01 ŠTEVILO ZAUŽITIH OBROKOV  
 
0 zdravo, 3 obroki dnevno ali več  
1 nezdravo, manj kot 3 obroki dnevno  
   




Q25C mlečne izdelke (skuto, jogurt itd.) 
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Q25D meso/mesne izdelke (hrenovke, salame, paštete itd.) 
Q25E oreščke 
Q25F slane prigrizke 
Q25G sladke prigrizke 
Q25H pekovske izdelke (rogljičke, zavitke, sirove štručke itd.) 
Q25I kruh 
Q25J kosmiče  
Q25K sadne napitke 
Q25L kavne napitke 
Q25M Drugo: 
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR 
 




Q26C mlečne izdelke (skuto, jogurt itd.) 
Q26D meso/mesne izdelke (hrenovke, salame, paštete itd.) 
Q26E oreščke 
Q26F slane prigrizke 
Q26G sladke prigrizke 
Q26H pekovske izdelke (rogljičke, zavitke, sirove štručke itd.) 
Q26I kruh 
Q26J kosmiče  
Q26K sadne napitke 
Q26L kavne napitke 
Q26M Drugo: 
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR 
 




Q27C mlečne izdelke (skuto, jogurt itd.) 
Q27D meso/mesne izdelke (hrenovke, salame, paštete itd.) 
Q27E testenine/riž 
Q27F krompir 
Q27G ostanke kosila 
Q27H oreščke 
Q27I slane prigrizke 
Q27J sladke prigrizke 
Q27K pekovske izdelke (rogljičke, zavitke, sirove štručke itd.) 
Q27L kruh 
Q27M kosmiče  
Q27N sadne napitke 
Q27O kavne napitke 
Q27P Drugo: 
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR 
 
Q28 - Ali si med nosečnostjo v času med glavnimi obroki običajno privoščite prigrizke oziroma zaradi 
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Q29 - *Če ste odgovorili z DA: Katera živila oziroma kombinacijo živil med nosečnostjo najpogosteje 




Q29C mlečne izdelke (skuto, jogurt itd.) 
Q29D meso/mesne izdelke (hrenovke, salame, paštete itd.) 
Q29E oreščke 
Q29F slane prigrizke 
Q29G sladke prigrizke 
Q29H pekovske izdelke (rogljičke, zavitke, sirove štručke itd.) 
Q29I kruh 
Q29J kosmiče  
Q29K sadne napitke 
Q29L kavne napitke 
Q29M Drugo: 
 
0= NI IZBRAN ODGOVOR 
1= IZBRAN ODGOVOR 
 
NAČELA ZDRAVE PREHRANE  
 
Q30 - Navedene so trditve priporočil zdrave prehrane. Ocenite, v kolikšni meri se navedene trditve 
skladajo z vašim načinom prehranjevanja v nosečnosti. 
  














ne drži  
Q30A V jedi sem vedno uživala in redno jedla.      
Q30B Izbirala sem pestro hrano, ki je vsebovala 
več živil rastlinskega kot živalskega izvora. 
     
Q30C Izbirala sem živila iz polnovrednih žit in 
žitnih izdelkov. 
     
Q30D Večkrat dnevno sem jedla pestro zelenjavo 
in sadje. 
     
Q30E Izbirala sem lokalno pridelano, svežo 
zelenjavo in sadje. 
     
Q30F Nadzorovala sem količine zaužite maščobe 
in večino nasičenih maščob (živalskih 
maščob) nadomestila z nenasičenimi 
rastlinskimi olji. 
     
Q30G Nadomestila sem mastno meso in mastne 
mesne izdelke s stročnicami, ribami, 
perutnino ali pustim mesom. 
     
Q30H Dnevno sem uživala priporočene količine 
manj mastnega mleka in manj mastnih 
mlečnih izdelkov. 
     
Q30I Jedla sem manj slano hrano.            
Q30J Omejila sem uživanje sladkorja in sladkih 
živil. 
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Q30K Zaužila sem dovolj tekočine.      
Q30L Omejila sem uživanje alkohola.      
Q30M Hrano sem pripravljala zdravo in higiensko.      
      
IZBOR ŽIVIL V NOSEČNOSTI 
 
Q31 - Kako pogosto med nosečnostjo uživate spodaj navedena živila? 
  







1 do 2x 
tedensko 
4 
3 do 4x 
tedensko 
5 








Q31A zelenjavo        
Q31B sadje        
Q31C sadno-zelenjavne 
napitke (smoothi) 
       
Q31D svinjsko meso        
Q31E goveje meso        
Q31F piščančje meso        
Q31G puranje meso        
Q31H kunčje meso         
Q31I predelane mesnine 
(hrenovke, klobase, 
salame, paštete) 
       
Q31J ribe        
Q31K jajca        
Q31L mleko        
Q31M sadni jogurt, sadne 
skute 
       
Q31N navaden jogurt        
Q31O kislo mleko, 
pinjenec, kefir 
       
Q31P sir, skuta        
Q31R kruh        
Q31S testenine, riž        
Q31T krompir        
Q31U jedi na žlico 
(zelenjavne juhe, 
obara, pasulj) 
       
Q31V pekovske izdelke 
(rogljički, žemlje, 
zavitki) 
       
Q31Z slane prigrizke 
(čips, krekerji, 
smoki) 
       






       
Q31Q sladke prigrizke 
(čokolada, piškoti, 
tortice, bomboni) 
       
Q31X sladke sokove        
Q31Y pijače z manj kalorij        
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(coca cola zero, 
cockta easy)  
Q31XX energijske napitke        
Q31XY alkoholne pijače        
Q31ZY kava in kavni 
napitki 
       
 
 
VPRAŠANJE Q31 RAZDELIMO NA Q31_01 (NEZDRAVA ŽIVILA IZ VPRAŠANJA Q36)  
 
Q31_01  Kako pogosto ste med nosečnostjo uživali spodaj navedena živila?  
 
  







1 do 2x 
tedensko 
4 
3 do 4x 
tedensko 
5 








31_01A pekovske izdelke        
31_01B slane prigrizke        
31_01C pripravljene in 
predpripravljene 
jedi 
       
31_01D sladke prigrizke 
(čokolada, piškoti, 
tortice, bomboni) 
       
31_01E sladke sokove        
31_01F pijače z manj 
kalorij (coca cola 
zero, cockta easy)  
       
31_01G energijske napitke        
31_01H alkoholne pijače        




       
 
Q32 - Kakšno vrsto kruha v nosečnosti najpogosteje uživate (možen en odgovor)? 
  
1 beli kruh 
2 polbeli kruh/črni kruh  
3 polnozrnat kruh  
4 rženi kruh 
5 pirin kruh 
6 koruzni kruh  
7 ajdov kruh  
 Drugo:  
 
 
Q32_01 vrste kruha razdeljene na manj primeren kruh za SB (beli in koruzni kruh)=1 in bolj primerne 
za SB (vse ostale)=0 
 
1 manj zdrava izbira (beli in koruzni kruh) 
0 bolj zdrava izbira (vse ostale vrste kruha) 
 
Q33 - Kakšno vrsto testenin v nosečnosti najpogosteje uživate (možen en odgovor)? 
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2 testenine iz bele moke 
1 polnozrnate testenine 
 Drugo: 
 
Q33_01 testenine, ki so boljša izbira za SB (polnozrnate testenine)=0, testenine iz bele moke, ki je slabša 
izbira=1 
 
1 manj zdrava izbira (testenine iz bele moke) 
0 bolj zdrava izbira (polnozrnate testenine) 
 
Q34 - Kako pogosto si v nosečnosti  privoščite ocvrto hrano (krompir/meso/zelenjavo) (možen en 
odgovor) ? 
 
 6 večkrat dnevno  
5 enkrat dnevno  
4 večkrat tedensko  
3 nekajkrat mesečno  
2 nekajkrat letno  
1 nikoli 
 drugo 
1=najbolj zdravo,..... 6=najmanj zdravo 
 
Q35 - Kakšen krompir v nosečnosti najpogosteje uživate (možen en odgovor)? 
 
 5 pražen krompir 
2 pire krompir 
3 pečen krompir 
4 ocvrt krompir   
1 krompir v kosih  
 Drugo: 
 
Q35_01 –krompir ki je boljša izbira za SB (krompir v kosih)=0, vse ostalo ni najbolj primerna izbira za 
SB=1 
 
1 manj zdrava izbira (vse ostale vrste krompirja) 
0 bolj zdrava izbira (krompir v kosih) 
 
Q36 - Kakšno vrsto riža med nosečnostjo najpogosteje uživate (možen en odgovor)?  
 
2 beli riž (poliran/glaziran) 
1 rjavi riž (integrirani riž) 
 drugo: 
 
Q36_01 riž, ki je boljša izbira za SB (rjavi riž)=0, beli riž, ki je slabša izbira=1 
 
1 manj zdrava izbira (beli riž) 
0 bolj zdrava izbira (rjavi riž) 
 
Q37 - Ali ste v nosečnosti pri izbiri izdelkov v trgovini pozorni na naslednje? 
  








Q37A vsebnost sladkorjev     
Q37B vsebnost soli     
Q37C vsebnost maščob      
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Q37D energijsko vrednost izdelka     
Q37E poreklo živila     
Q37F ceno živila     
 
 
Q38 - Kako pogosto ste v nosečnosti pri pripravi hrane uporabili naslednje maščobe? 
 
  








Q38A kokosovo olje     
Q38B sončnično olje     
Q38C  oljčno olje     
Q38D bučno olje     
Q38E repično olje     
Q38F  svinjska mast     




































































Priloga D: Genotipizacija zbirke E. coli. 
Podani sta oznaka seva in zaporedna številka. Oznaka A označuje E. coli, ki smo jih izolirali iz fecesa nosečnic z GDM in z normalno in povišano telesno težo pred 
zanositvijo, ter oznaka B E. coli, ki smo jih izolirali iz fecesa nosečnic z GDM, ki so bile pred zanositvijo debele. Izolati brez rimske številke pred oznako A ali B so bili 
izolirani iz fecesa 2. trimestra nosečnosti. Rimska števila II pred oznako A ali B označuje drugo vzorčenje oziroma seve E. coli, ki smo jih izolirali iz fecesa 3. trimestra. 
Sivo označena polja označujejo enak klon E. coli pri posameznih nosečnicah v 2. in 3. trimestru. Številka 1 v polju označuje prisotnost in števila 0 odsotnost enakega 
klona. Izolate E. coli smo analizirali na zmožnost rasti na gojiščih z dodanimi antibiotiki Ap-ampicilin, Ctx-cefotaksim, Nal-nalidiksična kislina, Cip-ciprofloksacin, 
Tc-tertaciklin in Tp-trimetroprim. Oznake A, B1, B2, C, D, E in F označujejo filogenetsko skupino. Preostali stolpci označujejo genske zapise, ki posredujejo odpornost 
proti antibiotikom (blaTEM, blaSHV, blaOXA, blaCTX) in genske zapise za dejavnike virulence (fimH, papGII, papGIII, papC, iha, afa/dr, eae, kpsMTII, ompT, ompTAPEC, tcp, 
iss, traT, fyuA, aer, irp2, sat, vat, tsh, hlyA, hlyen, ibeA, cnf1, vtx1, vtx2, cdtBaS, clbAQ in usp). Številka 1 označuje zmožnost rasti na gojišču z dodanim antibiotikom 
oziroma prisotnost genskega zapisa in 0 nezmožnost rasti na gojišču z dodanim antibiotikom oziroma odsotnost genskega zapisa.  
Appendix C: Genotyping of the E. coli collection. 
The strain name and number are given. The A indicates E. coli isolated from the faeces of normal and overweight, and the B indicates E. coli isolated from the faeces 
of obese GDM-women before pregnancy. Isolates without roman numerals before the A or B mark were isolated from the faeces of the 2nd trimester of pregnancy. 
Roman II before the mark A or B indicates the second sampling, E. coli strains isolated from feces of the 3rd trimester. The gray boxes indicate the same E. coli clone 
in the 2nd and 3rd trimester in the same GDM-women. The number 1 in the box indicates the presence and the number 0 the absence of E. coli clone. E. coli isolates were 
analyzed for growth ability on antibiotic media with added Ap - ampicillin, Ctx - cefotaxime, Nal - nalidixic acid, Cip - ciprofloxacin, Tc - tertacyclin and Tp - 
trimethoprim. The labels A, B1, B2, C, D, E and F indicate the phylogenetic group. The remaining columns indicates genes that mediate antibiotic resistance (blaTEM, 
blaSHV, blaOXA, blaCTX) and genes for virulence factors (fimH, papGII, papGIII, papC, iha, afa/dr, eae, kpsMTII, ompT, ompTAPEC, tcp, iss, traT, fyuA, aer, irp2, sat, vat, 
tsh, hlyA, hlyen, ibeA, cnf1, vtx1, vtx2, cdtBaS, clbAQ and usp). The number 1 indicates the ability to grow on an antibiotic-supplemented medium or the presence of a 























































































































































































































A1/1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA1/1 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A4/1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA4/32 6 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A5/1 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A5/2 8 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA5/1 10 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A6/1 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 





















































































































































































































































































IIA6/1 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA6/18 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A7/1 16 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A7/3 17 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A7/8 18 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA7/2 19 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA7/12 20 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A10/5 22 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA10/4 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA10/10 25 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A11/1 26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 
A11/12 27 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA11/1 28 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A12/1 29 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA12/1 30 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A14/1 32 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA14/1 33 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A15/1 34 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A15/2 35 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA15/6 36 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A16/1 38 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A16/4 39 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 
A16/12 40 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA16/1 41 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA16/2 42 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A17/1 43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 
IIA17/2 44 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A19/19 46 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 





















































































































































































































































































A20/2 48 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
IIA20/1 50 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
A22/1 52 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
A22/6 53 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA22/1 54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA22/4 55 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A23/1 56 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA23/1 57 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A25/3 58 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A25/4 59 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A25/16 60 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA25/2 61 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 
A26/1 129 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A26/10 130 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA26/2 62 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A28/1 63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 
IIA28/1 64 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA28/3 65 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 
A30/1 66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A30/4 67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A30/10 68 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA30/1 70 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A31/1 72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA31/1 73 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA31/10 74 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A32/1 75 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A32/3 76 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA32/3 77 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 





















































































































































































































































































IIA32/8 79 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA32/10 80 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A33/1 81 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 
IIA33/1 83 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A34/1 84 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A36/1 85 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A36/6 86 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A38/1 87 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 
IIA38/1 90 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A39/1 91 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 
A39/3 92 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA39/1 131 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A40/1 93 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA40/1 94 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A41/1 96 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 
IIA41/1 98 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 
A42/1 100 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA42/1 101 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIA42/2 102 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A44/1 103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
IIA44/2 107 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A49/1 111 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 
IIA49/1 112 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 
IIA49/4 113 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A50/1 114 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA50/1 115 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA50/2 116 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A51/1 118 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 





















































































































































































































































































A54/12 120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA54/1 121 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
A56/1 122 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A56/4 123 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA56/2 125 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA56/3 126 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIA56/10 128 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B2/1 200 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B2/14 201 0 0 0 ? 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIB2/2 202 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
B3/1 203 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
IIB3/1 204 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIB3/4 205 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B6/2 206 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 
IIB6/1 207 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 
B8/1 208 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIB8/1 209 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B10/1 210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B10/5 211 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIB10/1 212 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
B11/1 214 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B11/15 215 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIIB11/1 220 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIIB11/2 221 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B13/1 223 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIB13/1 224 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIB13/3 225 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIB13/5 226 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 





















































































































































































































































































IIB14/1 228 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IIB14/2 229 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B15/1 230 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 
B15/4 231 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B15/10 232 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
IIB15/1 233 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
IIB15/6 235 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B21/1 237 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B21/2 238 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B21/4 239 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIB21/1 241 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
IIB21/3 242 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
 
 
